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Kapitel 1
Einleitung und GrundlagenSam Keyser war erst zehn Monate alt, da erfuhren seine Eltern, dass erLeuk�amie hatte. Seine Shwester Wendy { noh keine vier Jahre alt { be-gri�, dass ihr Br�uderhen eines Tages sterben w�urde. Ihre Mutter konnte vonAnfang an o�en mit ihr dar�uber sprehen. Sie hat diese Zwiegespr�ahe ineinem Tagebuh aufgezeihnet:\Seit dem R�ukfall wirken die Medikament niht mehr. Ih sage Wendy, dassSam bald sterben wird. Dann werde ih mehr Zeit f�ur sie haben, und wirwerden niht mehr so m�ude sein, aber Sam wird uns fehlen. Ih erkl�are ihr,dass sein K�orper verbrauht ist und verbrannt werden muss, und dass wirseine Ashe f�ur immer aufbewahren werden. Ih habe f�ur nihts mehr Kraft,nur noh f�ur Sam. Wendy wird mit meinen Eltern verreisen. Ih sag ihr, dassSammy sterben wird, bevor sie wiederkommt.Ih rufe Wendy an, um ihr zu sagen, dass Sam gestorben ist. �Wie war das,Mami?� �Es sah wie eine shwere Arbeit aus, aber er hat sie gut gesha�t.�"Marty Keyser [18℄Sterben ist Arbeit. So beshreibt dies auh S.B. Nuland in seinem Buh \Wie wirsterben". Er sagt: \Beim Sterben ... beherrsht die eine bedr�ukende Tatsahe der tod-bringenden Krankheit alles. Wenn bei Sterbenden dennoh von Friede und manhmalauh von Freude die Rede sein kann, dann ist damit die Stunde der Erl�osung gemeint.In diesem Sinn ist der Tod oft friedvoll und sogar w�urdevoll, f�ur das Sterben gilt diesselten." [32℄. Die Aussage gilt im Wesentlihen f�ur das Absterben des Organismus `voninnen heraus' und niht f�ur einen pl�otzlihen, gewaltsamen Tod von au�en.Wie ein Gesamtorganismus { insbesondere ein Mensh { eines gewaltsamen Todes(z.B. durh Unfall, Gift oder Wa�e) sterben oder durh innere Prozesse (z.B. Krankheit,1



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.1Alter oder Gendefekt) zum Erliegen kommen kann, so gilt dies entsprehend auh f�urdie Zellen { die Bausteine allen Lebens. Der durh �au�ere Gewalteinwirkung verursahteTod einer Zelle wird als Nekrose bezeihnet. Charakteristish daf�ur ist ein Zusammen-bruh des Energiesto�wehsels der betro�enen Zelle mit Verlust des Membranpotenti-als und konsekutivem Wassereinstrom [8℄. Die daraus resultierende Zellshwellung f�uhrtshlie�lih zur Lyse der Zelle, bei der ytoplasmatishe und nukle�are Bestandteile indie Umgebung freigesetzt werden. Als Folge davon kommt es zur Entz�undungsreaktiondes umliegenden Gewebes [8, 11℄. Erst in den fr�uhen 70er Jahren des 20. Jahrhundertswurde eine weitere nat�urlihe Form des Zellunterganges in multizellul�aren Organismenbeshrieben, die den Namen `Apoptose'1 erhalten hat.1.1 Apoptose als Form des ZelltodesDie Apoptose stellt als physiologishe Form des Zellunterganges einen aktiven { also mit`Arbeit' verbundenen { und damit energieabh�angigen Prozess einer Zelle dar [16℄. Sie l�auft{ vergleihbar mit dem `Herunterfahren' eines Computers (statt einfah den Steker zuziehen) { nah einem festgelegten Programm ab und wird daher auh als programmierterZelltod bezeihnet. Dieses (in der Regel von au�erhalb der Zelle angesto�ene) `Selbst-mordprogramm' f�uhrt zu harakteristishen Ver�anderungen der Zelle [6℄: Morphologishgesehen shrumpft die Zelle, das Chromatin kondensiert st�arker und der Kern zerf�allt inmehrere Fragmente. Die Zellmembran st�ulpt sih blasenf�ormig aus, und die Zelle l�ost sihshlie�lih in viele kleine, membranumh�ullte Vesikel, die sog. `apoptoti bodies', auf. Diesewerden dann vom umliegenden Gewebe aufgenommen und ohne Entz�undungszeihen ab-gebaut. Biohemish gesehen liegen diesem Vorgang mehr oder minder spezi�she Abl�aufeund Ver�anderungen innerhalb der Zelle zu Grunde [6℄: Eine Aktivierung von Cystein-Proteasen, sog. Caspasen, f�uhrt unter anderem zum Abbau von Strukturproteinen, waswiederum die mikroskopish sihtbaren Ver�anderungen bedingt. Eine Quervernetzungvon Proteinen durh Aktivierung von Transglutaminasen f�uhrt zur Stabilit�atserh�ohungder Zellmembran und unterst�utzt so die Bildung der `apoptoti bodies'. Charakteristish(aber niht spezi�sh) ist der DNA-Abbau in zun�ahst 50-300 Kilobasen gro�e St�uke,die dann durh aktivierte Endonukleasen in DNA-Segmente gespalten werden, die einVielfahes von 180-200 Basenpaaren messen. Da die Shnittstellen dabei jeweils zwishen1��o��o& bzw. ��o������� (griehish): unsihtbar bzw. abfallen2



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.1zwei Nukleosomen liegen, entsteht dadurh eine sog. `DNA-Leiter'. In der Phospholi-piddoppelshiht der Zellmembran werden Phosphatidylserine, die sih normalerweiseauf der Innenseite der Plasmamembran be�nden, auf die Au�enseite transloziert (`um-geklappt'). Diese speziellen Phospholipide erlauben eine fr�uhe Erkennung apoptotisherZellen durh Makrophagen oder andere Nahbarzellen (sowie durh geeignete F�arbeme-thoden [siehe Abshnitt 2, S. 15℄) und stimulieren diese zur Phagozytose der unterge-henden Zelle [siehe Abb. 1.1℄. Dadurh wird die Freisetzung zytosolishen oder nukle�arenInhaltes verhindert, und das Entstehen einer lokalen Entz�undungsreaktion vermieden. Indiesem Sinne stellt die Apoptose eine f�ur den Gesamtorganismus shonende und damitphysiologishe Form des Zelltodes dar.
2
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2

Abbildung 1.1: Elektronenmikroskopishe Aufnahme einer in Apoptose be�ndlihen Epithelzel-le des Kaninhenendometriums [23℄. 1|Kernfragmentation, 2|Phagozytose durh Makrophage.1.1.1 Ausl�osemehanismen der ApoptoseDie Gr�unde f�ur das Aufrufen des Apoptoseprogrammes sind vielf�altig. Zum einen kanndas Fehlen f�ordernder Ein�usse von au�en, z.B. in Form geeigneter Cytokine oderWahstumsfaktoren, zum �Uberwiegen pro-apoptotisher Faktoren (z.B. aus der Bl-2-Familie2) im Bereih der Mitohondrienmembran f�uhren. Dies l�ost die Freisetzung von2F�ur weitere Ausf�uhrungen siehe [11℄. 3



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.1Cytohrom  aus und st�o�t so die proteolytishe Kaskade der Apoptose an. Beispiele f�urdiesen Vorgang sind unter anderem beim Untergang von Neuronen in der Entwiklungdes Gehirns [6℄ oder bei der embryonalen Entstehung der Finger aus der Handplatte [24℄zu �nden.Auh unphysiologishe, gentoxishe Ein�usse wie Strahlung, freie Radikale oderChemotherapeutika, die zu einer Sh�adigung der DNA f�uhren, k�onnen den physiologi-shen Zelluntergang ausl�osen. Eine zentrale Rolle in diesem Geshehen spielt dann dasProdukt des sog. Tumorsuppressorgens p53. Es f�uhrt zun�ahst zu einem Arrest des Zell-zyklus, um eine m�oglihe DNA-Reparatur zu erlauben. Shl�agt diese fehl, wird durh p53die Apoptose ausgel�ost3. Ein Defekt des p53-Gens und damit seiner Funktion ist oft einentsheidender Shritt in der Canerogenese.Zytotoxishe T-Zellen k�onnen gleihfalls die Apoptose einer Zielzelle einleiten. Da-zu ist die spezi�she Identi�zierung einer K�orperzelle als Zielobjekt notwendig. Antigene,die z.B. von Viren oder anderen intrazellul�aren Erregern stammen, welhe die Zielzellebefallen haben, werden an der Ober�ahe �uber MHC-I-Molek�ule pr�asentiert und vomspezi�shen T-Zell-Rezeptor der CD8-positiven T-Killerzelle erkannt. Der Hauptmeha-nismus besteht dann in der Freisetzung von Cytotoxinen, welhe aus sog. Perforinen bzw.aus speziellen Proteasen bestehen. Erstere polymerisieren und bilden durh Einlagerungin die Zellmembran der Zielzelle Poren, durh die dann die als Granzyme bezeihnetenProteasen in die Zielzelle eindringen k�onnen. Dort aktivieren letztere shlie�lih direktCaspasen und sto�en so die letzten Shritte der Apoptose an4. Die gezielte Eliminierungin�zierter K�orperzellen d�ammt die Ausbreitung der Erreger ein und dient damit dem�Uberleben des Gesamtorganismus.Eine spezi�she Ligand-Rezeptor-Interaktion auf der Ober�ahe einer K�orperzel-le (z.B. eine Epithel- oder T-Zelle) stellt einen weiteren m�oglihen Ausl�osemehanismusder Apoptose dar. Die homologe Trimerisierung von Mitgliedern aus der Familie derTumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNF-Rezeptoren), die durh Bindung eines geeigne-ten Liganden entsteht, f�uhrt zur ytoplasmatishen Anlagerung eines Adapterproteins.Durh die sog. Todesdom�ane (`death domain') eines solhen Adapterproteins wird danndie Kaskade der Caspasen ausgel�ost (�uber autokatalytishe Aktivierung nah Bindungder Proaspase 8) [6℄. Wihtige Beispiele aus der TNF-Rezeptorfamilie sind dabei der3F�ur weitere Einzelheiten siehe S. 290 � in [6℄.4F�ur weitere Einzelheiten siehe [13℄, insbesondere S. 271-276.4



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.1TNF-Rezeptor 1 (TNFR1)5, der Fas-Rezeptor (= CD95 = APO-1) und auh der Rezep-tor CD40 [13℄. Fas wird auf vielen Zelllinien exprimiert und f�uhrt durh die Bindung desFas-Liganden (FasL = CD95L), welher haupts�ahlih von T-Zellen gebildet wird [13, S.552℄, �uber den gerade beshriebenen Mehanismus zur Apoptose der Fas-tragenden Zel-le. T-Killerzellen nutzen diesen Mehanismus zus�atzlih zu dem beshriebenen Hauptweg�uber Perforine und Granzyme zur Elimination ihrer Zielzellen.T-Lymphozyten mahen w�ahren ihres Reifungsprozesses im Thymus untershiedli-he Phasen durh und m�ussen dabei unter anderem die sog. negative Selektion �uber-stehen. Dabei werden autoreaktive T-Zellen eliminiert, die �uber ihren spezi�shen T-Zell-Rezeptor k�orpereigene Strukturen erkennen. Als Mehanismus dieser Eliminationwird die in diesem Fall zu starke Stimulation �uber den T-Zell-Rezeptor { also die Ak-tivierung der unreifen T-Zelle { angenommen. Nah neuesten Erkenntnissen sind pro-apoptotishe Faktoren der Bl-2-Familie (z.B. Bim = `Bl-2-interating mediator of elldeath') im weiteren { im Detail noh unklaren { Ablauf des so induzierten Zelltodesinvolviert [4, 50℄. Man spriht in diesem Zusammenhang vom `ativation-indued elldeath' oder kurz AICD der T-Lymphozyten. Bei peripheren T-Zellen l�auft der AICD�uber eine verst�arkte Expression des Fas-Liganden und den ebenfalls zelleigenen Rezep-tor Fas ab [30℄. Der AICD { als Sonderform der Apoptose { dient so bei Lymphozytender Beendigung einer Immunreaktion zur Hom�oostase des Immunsystems [14℄ oder derperipheren T-Zell-Toleranz bei fehlender Ko-Stimulation [13, S. 257℄.1.1.2 Regulation und Ablauf des AICD in T-Helfer-ZellenZur Beshreibung des Ablaufes und der Regulation des AICD in CD4-positiven T-Helfer-Zellen liegen bisher nur bruhst�ukhafte Daten und Erkenntnisse vor, so dass die nunfolgende Darstellung hypothetishen Charakter haben muss und als Modellvorstellungverstanden werden sollte6. Es liegt dabei nahe, zun�ahst den Ablauf der Aktivierungeiner T-Helfer-Zelle (CD4-positiv) darzulegen (siehe Abbildung 1.2).Zentrale Bedeutung kommt dabei dem T-Zell-Rezeptor (TCR) zu, der spezi�sh dieAminos�aurensequenz eines Antigenbruhst�ukes (AG) binden und damit erkennen kann.5Unter gewissen Umst�anden kann �uber TNFR1 unter Rekrutierung anderer Adapterproteine eineAktivierung des Transkriptionsfaktors NF-�B erfolgen, welher ein �Uberlebenssignal der Zelle darstellt.Siehe dazu S. 23 f in [6℄.6Eine detailliertere Beshreibung ist dem Anhang A.1 zu entnehmen. Im laufenden Text wir nur aufdie f�ur das weitere Verst�andnis notwendigen Einzelheiten eingegangen.5



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.2Dieses muss der T-Helfer-Zelle auf einem MHC-II-Molek�ul an der Ober�ahe einer pro-fessionellen Antigen-pr�asentierenden Zelle (APC: dendritishe Zelle, B-Zelle, Makropha-ge) pr�asentiert werden. Die T-Helfer-Zelle bindet dabei de�nitionsgem�a� das MHC-II-Molek�ul unspezi�sh aber zeitgleih zus�atzlih �uber seinen CD4-Komplex im Sinne einesKorezeptors. Da der T-Zell-Rezeptor keinen wesentlihen zytosolishen Anteil besitzt,erfolgt die Weiterleitung des Stimulationssignals �uber den mit ihm assoziierten CD3-Komplex. Die Aktivierung der CD3-Einheit erfolgt dabei �uber extrazellul�aren Kontaktmit dem T-Zell-Rezeptor und ist somit einer (unphysiologishen) Stimulierung �uber An-tik�orper (Anti-CD3-AK = �CD3) zug�anglih. Die durh Aktivierung von CD3 ausgel�osteSignalkaskade gipfelt in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (z.B. NFAT 7), dienah Translokation in den Kern zur Expression entsprehender Gene (z.B. Interleukin 2 =IL-2 8, FasL) f�uhren. Speziell die Produktion von IL-2, das initial zur Aktivierung der T-Zelle f�uhrt (autokrin, parakrin), wird dabei durh die Ko-Stimulation �uber CD28 (mittelsB7 von derselben APC aus!) ma�geblih unterst�utzt. Die apoptoseausl�osende Wirkungdes Fas-Liganden wird dabei (zumindest anf�anglih) durh den antiapoptotishen Fak-tor Bl-xL9 antagonisiert, dessen Expression ebenfalls durh das kostimulatorishe Signal(CD28) bewirkt wird [31, 17℄.Das Cytokin IL-2 kann zwar einerseits die Expression des antiapoptotishen FaktorsBl-2 [11℄ induzieren [57℄ und damit zum �Uberleben der T-Zelle beitragen10. Unter ande-ren Umst�anden (z.B. hoher IL-2-Level [57℄ bzw. repetitive TCR-Stimulation [26℄) bewirktIL-2 aber auh das Gegenteil und f�ordert �uber FasL-Hohregulierung11 die Apoptose undbewirkt so den AICD. Arti�ziell kann das Apoptoseprogramm auh direkt mittels ei-nes stimulierenden Antik�orpers (Anti-Fas-AK = �Fas) gegen den Rezeptor Fas ausgel�ostwerden.7Abk�urzung f�ur `nulear fator of ativated T-ells', N�aheres dazu im folgenden Kapitel.8Bzgl. dieser und weiterer Abk�urzungen im Text siehe das entsprehende Verzeihnis im Anhang C.9Bl-xL geh�ort zur Bl-2-Familie, siehe dazu [11℄.10Bl-2 bindet Calineurin (siehe dazu 1.2.1) und verhindert so die nukle�are Translokation von NFATund damit die Transkription des FasL-Gens [53℄.11z.B. mittels des Transkriptionsfaktors Stat5 (`signal tranduers and ativators of transription') [57℄.
6



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.2
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Abbildung 1.2: Shematishe Darstellung des Ablaufs von Aktivierung und Induktion des AICDin T-Helfer-Zellen. Beshreibung und Legende siehe Text (bzw. Anhang C).7



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.21.2 Grundlegendes �uber NFAT-Transkriptionsfaktoren1.2.1 Die Familie der NFAT-TranskriptionsfaktorenNFAT-Proteine { ihr Name setzt sih aus den Anfangsbuhstaben von `nulear fator ofativated T ells' zusammen { bilden eine Familie von Transkriptionsfaktoren, deren Erst-beshreibung 1988/89 erfolgte12. Ihre Gemeinsamkeit besteht in einer DNA-bindendenDom�ane von a. 300 Aminos�auren L�ange, die innerhalb der Familie a 70 % Homolo-gie besitzt und �Ahnlihkeiten mit der DNA-Bindungsdom�ane von Rel/NF-�B-Faktorenaufweist, weswegen sie als `Rel similarity domain' (RSD, siehe Abbildung 1.3) bezeih-net wird [47℄. Da NFAT5 in vielerlei Hinsiht eine Sonderstellung einnimmt13, beziehensih die nun folgenden Aussagen im Wesentlihen auf die vier `eigentlihen' MitgliederNFAT1 - NFAT4 (f�ur alternative Bezeihnungen siehe Abbildung 1.3). Diese haben amN-terminalen Ende eine starke Transaktivierungsdom�ane (TAD, siehe Abbildung 1.3)gemeinsam, an die sih jeweils ein regulatorisher Bereih (Reg.) anshlie�t. Letztererenth�alt jeweils drei sog. SP-Motive14, an denen vershiedene Proteinkinasen sowie dieProteinphosphatase Calineurin angreift, deren Aktivit�at Ca2+-abh�angig die Transloka-tion dieser Faktoren in den Nukleus erm�ogliht. Alle NFAT-Faktoren sheinen in unter-shiedlihen Isoformen (mit zus�atzlihen Gro�buhstaben am Ende bezeihnet) aufzutre-ten, die sih sowohl im N- als auh im C-Terminus untersheiden k�onnen und so auhuntershiedlihe zus�atzlihe Transaktivierungsdom�anen (TAD) aufweisen15 (siehe Abbil-dung 1.3). Die Aktivit�at untershiedliher Promotoren entsheidet dabei �uber Spliingund Synthese der jeweiligen Formen [47℄.Die Faktoren NFAT1 und NFAT2 werden haupts�ahlih in peripheren Lympho-zyten, speziell in T-Zellen, exprimiert, wo sie eine wihtige funktionelle Rolle spielen[47, 37, 38, 5℄. NFAT3 wird dagegen haupts�ahlih in Thymozyten exprimiert, w�ahrendNFAT4 in niht-lymphoiden Zellen exprimiert wird [43, 39℄.Es wurden untershiedlihe Zielgene dieser Transkriptionsfaktoren16 nahgewiesen,darunter viele Cytokine (IL-2 bis IL-5, Interferon , TNF�, Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierender Faktor) [47℄, Ober�ahenmolek�ule (FasL, CD40) [47, 25℄ sowie12Als m�oglihe Transkriptionsfaktoren aus aktivierten Jurkat-T-Zellen, die den IL-2-Promotor bindenk�onnen [51, 46℄.13Z.B. besitzt die RSD von NFAT5 nur 40 % Homologie mit den anderen NFAT-Familienmitgliedern.14Serin/Prolin-Phosphorylierungsbereihe15N�aheres dazu siehe z.B. [47, 5℄.16oft in Kooperation mit dem Transkriptionsfaktor AP-18



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.2
A
B
C

7 1 6
8 2 5

9 3 0

1 0 6 4
9 2 1
9 2 5

A
B
C

1 0 7 5
7 0 8
7 3 9

A
B
C

9 0 2

  1 4 5 5

N F A T c 1
   N F A T 2
   N F A T c

N F A T c 2
   N F A T 1
   N F A T p

N F A T c 3
   N F A T 4
   N F A T x

N F A T c 4
   N F A T 3
 

N F A T 5
   N F A T z
   T o n - E B P

A
B
C

A
B
C

A
B
C

D i e  F a m i l i e  d e r  N F A T - T r a n s k r i p t i o n s f a k t o r e n
 S p l i c i n g -
V a r i a n t e n

T A D     T A D     R e gR e g ..                           R S DR S D
N - T e r m i n u s           S P  1 - 3              D N A - b i n d e n d            C - T e r m i n u s

( L ä n g e n a n g a b e  i n  Z a h l  d e r  A m i n o s ä u r e n )Abbildung 1.3: �Uberblik zu Struktur und Bezeihnungen der NFAT-Transkriptionsfaktoren.TAD = Transaktivierungsdom�ane, Reg. = regulatorisher Bereih mit SP-Motiven (Serin/Prolin-Phosphorylierungsbereihe), RSD = `Rel similarity domain' [48℄.intrazellul�are Signal�ubertr�ager (p56lk, Egr2, Egr3, NFAT1) [47℄. Dabei kommt demFaktor NFAT1 mehr die Rolle eines positiven, verst�arkenden Regulators der Immun-antwort zu, wohingegen NFAT2 und NFAT3 o�enbar eher eine negative, d�ampfendeWirkung auf das Immunsystem besitzen [37℄. Diese Einsh�atzung gr�undet sih gr�o�ten-teils auf die Ergebnisse von sog. Knok-out-Experimenten, bei denen ein oder mehrereGene in der Regel in allen K�orperzellen eines Lebewesens ausgeshaltet werden.1.2.2 Der Ph�anotyp NFAT-de�zienter-M�auseZur Analyse des Immunsystems hat sih die Maus als Tiermodell durhgesetzt. Daherwird in der folgenden Tabelle 1.1 der Ph�anotyp von entsprehenden `Knok-out-M�ausen'beshrieben, bei denen durh Inaktivierung in der Keimbahn sowie durh geeignete Kreu-zungen beide Allele eines Gens ausgeshaltet wurden17.17Markiert wird das Fehlen eines aktiven Allels mit hohgestelltem -/+ (=heterozygot) bzw. beideraktiver Allele mit -/-, w�ahrend +/+ das Vorliegen beider Allele (= i.d.R. `Wildtyp') des Gens bedeutet.9



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.2Genotyp NFAT Ph�anotyp Maus1 2 3 4 IL INF IL Lymphozyten Apoptose Sonstiges Quelle-/- -/- -/- -/- 2  4� Æ Æ Æ | | | | | intrauterinerFruhttod vor 14.Gestationstagwegen Herzfehler [47, 34℄Lymphozyten � # Proliferation # Thymus hypo- [36, 47℄(him�are Tiere) (") trophÆ � Æ Æ Hyperproliferation(T+B), Pr�a/Hy-peraktivierung,gesteigerteImmunantwort Fas-vermittelteApoptose idem,FasL � Splenomegalie(>3 Monate),Thymusinvoluti-on versp�atet,Keimzentrenvergr�o�ert [44℄
� � fr�uh # FasL # [12℄sp�at " (mRNA)Æ Æ � Æ � � � Ausreifung #,Hyperaktivierung bei CD4/CD8-doppelt positivenThymozytenvermehrt, evtl.AICD vonperipherenT-Zellen erh�oht [33℄

Æ Æ Æ � = = = = = unau��alligerPh�anotyp [9℄� � Æ Æ # # # Proliferationidem, Pr�a-/Hyperakti-vierung,E�ektorfunktionder T-Zellenreduziert FasL # periphereLymphorganeleiht vergr�o�ert [34℄
Æ � � Æ # # "" Hyperprolifera-tion, Pr�a-/Hyperakti-vierung,CD4/CD8-Verh�altnis sinktin Lymphknoten FasL # (mRNA),Fas-vermittelteApoptose # Splenomegalie,entz�undlihe Or-ganin�ltrationen [37℄
Æ Æ � � | | | | | intrauterinerFruhttod a. 11.Gestationstagwegen defekterAngiogenese [9, 3℄� Æ Æ � ? ? ? ? ? ? ?� Æ � ÆÆ � Æ �Æ � � � | | | | | intrauterinerFruhttod mitDefekt derneuronalenEntwiklung [10℄Tabelle 1.1: �Ubersiht �uber den Ph�anotyp untershiedliher NFAT-knok-out-M�ause. `�' = -/- = knok-out, `Æ' = +/+ = Wildtyp des entsprehenden Gens. `"' bzw. `#' bedeuten Zu- bzw.Abnahme, `=' bzw. `�' bedeuten gleih bzw. ungef�ahr gleih. `?' bzw. `|' bedeuten bisher bzw.prinzipiell unbekannt. Interferon  (INF) bzw. Interleukin 4 (IL-4) ist jeweils harakteristish f�ureine T-Helferzell-Antwort vom Typ 1 (Inammation) bzw. Typ 2 (Helferzellantwort im engerenSinne). 10



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.2Als `Doppel'- bzw. `Tripel'-de�ziente-M�ause bezeihnet man Tiere, bei denen gleihzeitigzwei bzw. drei Gene (jeweils beide Allele) inaktiviert wurden.Der Aufstellung (Tabelle 1.1) ist unter anderem zu entnehmen, dass NFAT2 undNFAT3 in vivo zumindest teilweise �uberlappende Funktionen besitzen, die speziell f�ur dieInaktivierung von Lymphozyten unabdingbar sind. Die Aufgaben von NFAT1 hingegenliegen in der Aktivierung der Immunantwort und k�onnen niht von anderen Mitgliedernder NFAT-Familie �ubernommen werden. Da die Auswirkungen der NFAT-De�zienz aufdie Apoptose (speziell von NFAT2 [44, 12℄) in der Literatur widerspr�uhlih beshriebenwerden, soll darauf im n�ahsten Abshnitt ausf�uhrliher eingegangen werden.1.2.3 NFAT-Faktoren und AICDBereits 1989 wurde erkannt, dass durh die exogene Substanz Cylosporin A (CsA) derAICD in T-Zellen verhindert werden kann [52℄. Aus der bekannten Tatsahe, dass CsA diePhosphatase Calineurin blokiert [47℄, ergab sih die Vermutung, dass NFAT-Faktoren,deren Translokation in den Nukleus durh CsA verhindert wird, neben der Aktivierungauh den AICD der T-Zellen kontrollieren. Nahdem die Fas-vermittelte Apoptose alsm�ogliher Mehanismus des AICD diskutiert wurde [19℄, konnten dann Latinis et al.tats�ahlih zwei NFAT-Bindungsstellen im FasL-Promotor nahweisen [25℄. Die weiterenBem�uhungen zielten dann darauf ab, die Beteiligung und Wirkung der untershiedlihenNFAT-Familienmitglieder dabei zu beleuhten. Der �Ubersihtlihkeit wegen wurden ei-nige wesentlihe Ergebnisse dieser Experimente in tabellarisher Form dargestellt (sieheTabelle 1.2).In der Zusammenshau dieser Resultate sheint der Zusammenhang von NFATs, Fas-Ligand und AICD eindeutig belegt. Allerdings wurde der direkte Nahweis der Apoptosevon Hodge et al. [12℄ und Peng et al. [34℄ gar niht gef�uhrt, und bei Shuh etal. [44℄ wurde die Apoptose allem Anshein nah auf ungeeignete, d.h. niht aussa-gekr�aftige Weise ausgel�ost (was zumindest einen Teil der sheinbar widerspr�uhlihenErgebnisse erkl�aren k�onnte). Bei Ranger et al. [37℄ war eine vierfahe Stimulation zurAusl�osung n�otig (oder doh zumindest verwendet), wobei bereits eine einmalige Resti-mulation der Datenlage nah zur Ausl�osung des AICD gen�ugen sollte [7℄. Oukka et al.[33℄ konnten in Thymozyten eine vermehrte Apoptose zeigen, was im Widerspruh mitdem erwarteten Verhalten in peripheren T-Zellen steht.Maian et al. [27℄ verwendeten11



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.3Jahr Zelltyp Stimulation Ergebnis MethodeQuelle (murin) des AICD1996 NFAT2�=� in vivo Injektion FasL-mRNA # Northernblot[12℄ Splenozyten von �CD3 (nah 1 h)1998[44℄18 NFAT2�=�T-Zellen aus Stimulation 5 dmit Superantigen FasL-Protein �(nah 5-24 h) WesternblotLymphknoten (Staphylokokken) Apoptose � Zahl lebenderdann �Fas Zellen1998 NFAT3�=� erst �TCR Apoptose " TUNEL-Assay[33℄ ThymozytenSplenozyten dann �CD3 (nah 20 h)FasL-mRNA " Northernblot1998 NFAT2�=�3�=� 1x �CD3 (6 h) FasL-mRNA ## Northernblot[37℄ Lymphknoten-zellen (T-Zellen) 4x �CD3 (20 h) Apoptose ## TUNEL-Assay2000[27℄ NFAT2+=+retrovirale �Uber-expression �CD3(f�ur 48 h) Apoptose "(Kooperation mitAP-1 f�ur FasL- Propidium-Iodid-F�arbungin T-Zell-Klonen Promotor n�otig)2001[34℄ NFAT1�=�2�=�CD4+-T-Zellen sekund�areStimulation mit FasL-Expression #(nah 6 h) FACS-Analyseaus Milz �CD3 + �CD28Tabelle 1.2: �Ubersiht �uber Experimente bez�uglih des Zusammenhangs zwishen NFAT-Faktoren und AICD. `"' bzw. `#' bedeuten Zu- bzw. Abnahme, `h' bzw. `d' bedeuten Stunde(n)bzw. Tag(e). `�' bedeutet `ungef�ahr gleih' (zu Wildtyp), `1x' bzw. `4x' bedeutet `einmalige' bzw.`viermalige' (also damit quart�are) Stimulation. Bei Angabe mehrerer Zelltypen bezieht sih dieerste Zellart auf das obere und die zweite Zellart auf das untere Experiment.einen regelm�a�ig restimulierten T-Zell-Klon (D5), was die Aussagekraft �uber periphereT-Zellen zumindest abshw�aht. Alles in allem ist der genaue Zusammenhang zwishenNFAT-Faktoren { insbesondere von NFAT2 wegen der widerspr�uhlihen Aussagen in[44℄ und [12℄ (siehe Tabelle 1.2) { und dem AICD noh niht befriedigend gekl�art.1.3 Problemstellung dieser ArbeitDie Zielstellung der vorliegenden Arbeit bestand nun darin, die Rolle der NFAT-Faktorenim AICD von peripheren T-Zellen n�aher zu harakterisieren. Naturgem�a� liegt dabei dasHauptaugenmerk auf dem Faktor NFAT2, dem, wie bereits erw�ahnt, ein d�ampfenderEinuss auf die Immunantwort und damit eine pro-apoptotishe Wirkung zugesprohenwird. Obwohl in peripheren T-Zellen NFAT2 (zusammen mit dem immunaktivierendenNFAT1) quantitativ gegen�uber dem Faktor NFAT3 �uberwiegt, soll letzterer dennohin die Untersuhung mit einbezogen werden, da auh NFAT3 als immund�ampfend ein-18Analoge Experimente mit IL-2�=�-Tieren (statt NFAT2�=�) zeigten eine verminderte Apoptose imVergleih zum Wildtyp. 12



KAPITEL 1. EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN ABSCHNITT 1.3gestuft wird und daher eine �uberlappende oder gar stellvertretende Funktion aufweisenk�onnte.Das Prinzip zur Untersuhung des NFAT-Einusses soll dabei darin bestehen, Apop-tose in peripheren T-Zellen aus NFAT-de�zienten Knok-out-M�ausen auf geeigneteWeise auszul�osen und mit dem Verhalten von T-Zellen aus unver�anderten Kontrollm�ausen(`Wildtyp') zu vergleihen. Zur Erzielung einer weitgehend homogenen Verhaltensweisebeshr�ankt sih die Untersuhung dabei auf die Verwendung von T-Helfer-Zellen (CD4-positiv), die aus Lymphknoten der entsprehenden M�ause gewonnen wurden.Zun�ahst soll nun im folgenden Kapitel das Design der durhgef�uhrten Experimentegenauer dargelegt werden, bevor im weiteren Verlauf die Ergebnisse pr�asentiert werden.In der abshlie�enden Diskussion wird dann neben einer Besprehung kritisher Detailsauh eine Wertung der Resultate mit Ber�uksihtigung ihrer Konsequenzen dargelegt,sowie auf weiterf�uhrende Aspekte im Gesamtbild des AICD eingegangen.

13



Kapitel 2
Design des Experiments
Ausgangspunkt der durhgef�uhrten Experimente war das Vorliegen heterozygoterM�au-se, denen jeweils ein Allel des Gens f�ur NFAT2 und NFAT3 fehlt. Entstanden warendiese Tiere aus der Kreuzung NFAT2-de�zienter [12℄ und NFAT3-de�zienter [33℄ M�ausemit urspr�unglihem Balb/-Hintergrund. In unserem Labor wurden nun die doppelt-heterozygoten Tiere, die wir von der Arbeitsgruppe um L.H. Glimher erhielten, solan-ge untereinander gekreuzt, bis shlie�lih die untershiedlihen homozygoten Einfah-oder Doppelt-knok-out-M�ause entstanden. In der vorliegenden Arbeit wurden dabeiNFAT2�=�3+=+-, NFAT2�=�3�=+- und NFAT2�=�3�=�-M�ause (siehe Abbildung2.1) neben entsprehenden Wildtyp-Kontrollen (NFAT2+=+3+=+-Balb/) verwendet.Unter sterilen Bedingungen wurden den im Alter von a. 6 Wohen get�oteten Ver-suhstieren die Lymphknoten (in der Regel ervial, axill�ar, inguinal, paraaortal undmesenterial) zur Weiterverarbeitung entnommen. Nah mehanisher Homogenisierungder Lymphknoten folgte �uber geeignete S�aulen-Chromatographie1 eine Aufreinigungder Zellsuspension zur Gewinnung CD4-positiver T-Zellen2. Diese wurden nun auf ei-ne einheitlihe Zelldihte eingestellt und auf Gewebekulturplatten ausgebraht. �Uber dieDauer von drei Tagen erfolgte dort unter Brutshrankbedingungen die Stimulation derT-Helfer-Zellen. Die T-Zell-Rezeptor-Aktivierung wurde mit plattengebundenen3 Anti-CD3-Antik�orpern (�CD3) simuliert (siehe Abshnitt 1.1.2 und Abbildung 1.2). L�osliheAnti-CD28-Antik�orper (�CD28) sorgten f�ur das kostimulatorishe Signal. Zur F�orderung1F�ur Details der Vorgehensweise siehe Anhang B.2Laut Datenblatt mit einer EÆzienz von 95 % CD4+-Zellen bei < 1 % CD8+-Zellen und < 1 %B-Zellen im Eluat.3Auf den Kulturplatten wurden Antik�orper gegen armenishe-Hamster-IgG adsorbiert, die dann die�CD3-Antik�orper (aus armenishem Hamster) �xierten.14



KAPITEL 2. DESIGN DES EXPERIMENTSdes Zellwahstums wurde zus�atzlih noh Interleukin 2 (IL-2) zugesetzt.Nah dieser initialen Stimulation �uber drei Tage wurden die Zellen gewashen undf�ur vier weitere Tage unter Zugabe von IL-2 ampli�ziert. W�ahrend dieser proliferativenExpansionsphase musste das IL-2-haltige Medium mehrfah erneuert werden.Nah der insgesamt sieben Tage dauernden Vorbereitungsphase wurde dann nah Ent-fernung des IL-2 durh erneutes Washen der Zellen die Induktion der Apoptose ein-geleitet. Dazu wurden die Zellen alternativ entweder einer erneuten, diesmal aber wegendes fehlenden kostimulatorishen Signals inkompletten Aktivierung durh plattengebun-dene �CD3-Antik�orper ausgesetzt, oder es wurden l�oslihe Anti-Fas-Antik�orper (�Fas)zugegeben. Nah untershiedlihen Zeitabshnitten (6-48 Stunden) wurden dann einzelneProben4 zur Messung des Anteils apoptotisher Zellen entnommen. Die T-Zellen wurdenmit Hilfe des Fluoresein-gekoppelten Farbsto�es Annexin-V gef�arbt, der spezi�sh anPhosphatidylserin bindet, welhes bei apoptotishen Zellen von der zytoplasmatishenauf die extrazellul�are Seite der Zellmembran transloziert wird (siehe Abshnitt 1.1). ZumAusshluss nekrotisher Zellen wurde teilweise mit einem zweiten, ebenfalls uoreszie-renden Farbsto� (7-Amino-Atinomyin D = 7-AAD) gegengef�arbt, der in nekrotisheZellen mit desintegrierter Zellmembran eindringen kann und so nur diese markiert. Die sobehandelten Zellen wurden dann mit Hilfe eines uoreszenzaktivierten Zellsorters (FACS)analysiert. Das Ger�at misst dabei die Zellgr�o�e, die Granularit�at und die Fluoreszenz drei-er untershiedliher Frequenzbereihe (FL1-FL3) mittelsDurhusszytometrie. Dabeiwerden sequentiell jede einzelne Zelle und damit die ggf. gekoppelten Farbsto�e mit La-serliht angeregt. �Uber einen geeigneten Photodetektor wird neben dem Streuliht inVorw�artsrihtung (`forward satter', FSC), das eine Aussage �uber die Gr�o�e der Zelle er-laubt,5 und dem Streuliht in Seitw�artsrihtung (`side satter' = SSC), das eine Aussage�uber die Granularit�at der Zelle erm�ogliht,6 mittels dreier Filtersysteme auh die Emissi-on der angeregten Farbsto�e registriert, und die Amplitude dreier Wellenl�angenbereihegemessen (`FL1-Height' = FL1-H bis FL3-H) [58, 13℄. Dabei wird die Fluoreszenz desAnnexin-V-gebundenen Farbsto�es im Bereih FL2 und die des 7-AAD im Bereih FL3registriert.7 Dies erm�ogliht die exakte quantitative Erfassung und Klassi�zierung derspezi�sh gef�arbten Zellen und gew�ahrleistet, aufgrund der Auswahl obiger Farbsto�e,4Jeweils aus eigenen Kammern der Gewebekulturplatten.5Hohe Amplitude, d.h. hohe `FSC-Height' = FSC-H bedeutet gro�e Zelle und umgekehrt.6Hohe Amplitude, d.h. hohe `SSC-Height' = SSC-H bedeutet hohe Granularit�at und umgekehrt.7FL1 wurde in dieser Arbeit niht genutzt. 15



KAPITEL 2. DESIGN DES EXPERIMENTS
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Abbildung 2.1: �Uberblik �uber Design und Ablauf des Experiments. Beshreibung im Text.16



KAPITEL 2. DESIGN DES EXPERIMENTSdie Ermittlung des Anteils apoptotisher Zellen in der jeweiligen Zellpopulation.Als Kontrolle dienten einerseits jeweils analoge Wildtyp-M�ause (ohne NFAT-De�zienz)und f�ur jeden Messzeitpunkt zus�atzlih entsprehende Zellen (Knok-out und Wildtyp)mit derselben Vorbehandlung, allerdings ohne die �nale Apoptose-Induktion8.

8Jeweils ohne Zugabe von Antik�orpern (ohne sekund�are Stimulation) bzw. Zugabe nur der plattenge-bundenen Antik�orper gegen armenishe-Hamster-IgG (�Ham) ohne daran gebundenes �CD3 oder �Fas.17



Kapitel 3
Ergebnisse
Jede `Einzelmessung' bestand aus der Analyse von 20.000 Zellen und kann durh folgendeMerkmale harakterisiert werden:1) Zellart bzw. Grad des NFAT-Knok-outs (K.o.-Grad):a) NFAT2+=+3+=+ kurz 2+=+3+=+ = K.o.-Grad 0 (Wildtyp)b) NFAT2�=�3+=+ kurz 2�=�3+=+ = K.o.-Grad 1 (Einfah-k.o.)) NFAT2�=�3�=+ kurz 2�=�3�=+ = K.o.-Grad 11=2 (11=2 fah-k.o.)d) NFAT2�=�3�=� kurz 2�=�3�=� = K.o.-Grad 2 (Doppelt-k.o.)2) Art der Apoptoseinduktion (Induktion):a) keine = spontan 1b) mittels Anti-CD3-Antik�orpern = �CD3) mittels Anti-Fas-Antik�orpern = �Fas3) Me�zeitpunkt nah Beginn der Induktion (Zeit):a) 6 Stunden = 6 hb) 12 Stunden = 12 h) 24 Stunden = 24 hd) 48 Stunden = 48 hGemessen wurde f�ur jede Zelle das Ausma� des Streulihts in Vorw�arts- (FSC-H) undSeitw�artsrihtung (SSC-H), sowie das Ausma� der Fluoreszenz im Bereih 2 (FL2-H),das auf Grund des verwendeten Farbsto�es Annexin-V eine Aussage dar�uber erlaubt, obsih die Zelle in Apoptose be�ndet (bindet ausreihend Annexin) oder niht. Dieser letzte1Hierunter f�allt auh die lediglihe Zugabe von Anti-Hamster-IgG-Antik�orper (�Ham).18



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.1Parameter (FL2-H) stellt also den ausshlaggebenden Messwert dar. Die zum Teil erfolg-te zus�atzlihe F�arbung mit 7-AAD und entsprehende Auswertung von FL3-H dientelediglih zum Ausshluss des Vorliegens von Nekrose (statt Apoptose) und wird nun inder weiteren Darlegung der Ergebnisse niht gesondert ber�uksihtigt werden.3.1 AuswertungskriterienDie untershiedlihen graphishen Darstellungsweisen und das weitere Vorgehen der Aus-wertung sollen in Abbildung 3.1 exemplarish gezeigt werden.
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Abbildung 3.1: Darstellung der Messwerte einer FACS-Analyse 48 h nah Apoptose-Induktionmit Anit-CD3-Antik�orpern (�CD3) bei Wildtyp-Zellen, im Vergleih zu Zellen gleihen Altersohne zus�atzlihe Apoptose-Induktion (spontan). Die mit `M' bezeihnete horizontale Linie stelltin seiner horizontalen Ausdehnung den sog. `Marker' dar. Die in diesen Messbereih fallendenWerte (FL2-H zwishen 102 und 104) sind rot dargestellt und die zugeh�origen Zellen werden alsapoptotish registriert (Anteil in % zur Gesamtzahl als wei�er Wert dargestellt).In sog. `Dot-Plots' wird jede gemessene Zelle durh einen eignen Punkt dargestellt (hier19



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.120.000 pro Diagramm), die Koordinaten dieses Punktes sind dabei durh die Messwertebestimmt (hier FSC-H als Abszisse und SSC-H als Ordinate, siehe untere H�alfte derAbbildung 3.1). Es werden also in einem Diagramm gleihzeitig zwei Messparameterdargestellt. In einem sog. Histogramm dagegen wird nur ein Parameter (hier FL2-Hnah F�arbung mit Annexin-V) als Abszisse ausgewertet, und die zugeh�orige Anzahl derZellen mit dem jeweiligen Messwert als H�au�gkeit (Ordinate) aufgetragen. Dies erlaubtdie leihtere optishe Erfassung der quantitativen Verh�altnisse (siehe obere H�alfte derAbbildung 3.1).Apoptotishe Zellen werden durh Annexin-V gef�arbt und zeigen demnah eine hoheFluoreszenz im Bereih 2 (FL2-H gro�). Bez�uglih dieses Parameters zerf�allt die gemes-sene Zellpopulation in zwei Klassen (keine Apoptose $ Apoptose), was sih an der zwei-gipigen Verteilung im linken Histogramm der Abbildung 3.1 (oben) gut erkennen l�asst.Niht f�ur jede gemessene Zelle ist die Zuordnung jedoh eindeutig m�oglih { dies spiegeltsih im �Uberlappungsbereih der beiden `Peaks' wieder { so dass die de�nitive, in dieserArbeit durhgehend verwendete Trennungslinie bei FL2-H = 102 (im Tal zwishen denbeiden Gipfeln) intuitiv und letztlih willk�urlih ist. Der Marker `M' (horizontale Liniein den beiden Histogrammen der Abb. 3.1) kennzeihnet also den Bereih, in dem dieapoptotishen Zellen liegen. Deren relativer Anteil an der insgesamt gemessenen Zellzahl(jeweils 20.000 St�uk) ist in Prozent (wei�e Shrift) angegeben. Die Messpunkte aller indiesen Bereih fallenden Zellen sind hier zur besseren �Ubersiht rot eingef�arbt (sowohlin den Histogrammen als auh in den `Dot-Plots'). Durh diese Farbgebung k�onnen inden `Dot-Plots' die apoptotishen Zellen identi�ziert werden. Auh hier stellen sie ei-ne getrennte Population dar und sind im Vergleih zu den lebenden Zellen (shwarze`Wolke' im linken Diagramm, Abb. 3.1) kleiner (im Mittel FSC-H niedriger) und st�arkergranuliert (SSC-H h�oher), was mit der Bildung von `apoptoti bodies' (s. Abshnitt 1.1)�ubereinstimmt.In Abbildung 3.1 sind Wildtyp-Zellen 48 Stunden nah Apoptoseinduktion mittelsAnti-CD3-Antik�orper (rehte Spalte) im Vergleih mit gleihalten Zellen ohne de�nierteApoptoseinduktion (linke Spalte) dargestellt. Die Anwendung der �CD3-Antik�orper hatsomit bei diesen Zellen eine Steigerung der Apoptoserate von 50 % (spontan) auf 90 %(�CD3) bewirkt. Nah diesem Muster erfolgt nun die Auswertung der durhgef�uhrtenMessungen in Abh�angigkeit von den oben aufgef�uhrten Parametern, d.h. der jeweiligen20



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.2Zellart (K.o.-Grad 0, 1, 11=2, 2), der entsprehenden Induktionsart (spontan, �Fas, �CD3)und dem Messzeitpunkt (6, 12, 24, 48 h).3.2 NFAT-De�zienz hemmt die CD3-vermittelte ApoptoseIn einem direkten Vergleih der gewonnen Daten f�ur T-Helfer-Zellen aus den Lymph-knoten von Wildtyp-M�ausen mit denen aus NFAT2-knok-out-M�ausen l�asst sih bereitsauf den ersten Blik eine Reduktion der durh �CD3-Antik�orper ausgel�osten Apoptosebei den NFAT-de�zienten Zellen erkennen (siehe Abbildung 3.2). Dabei sind in jedemeinzelnen Histogramm2 alle vier Messzeitpunkte (6, 12, 24 bzw. 48 h nah Apoptosein-duktion) farbig kodiert �ubereinander aufgetragen und lassen so die Dynamik unmittelbarerkennen. Bei beiden Zelltypen (Wildtyp; NFAT2�=� 3) wird spontan erst nah a. 48Stunden Apoptose induziert (linke Spalte, insbesondere blaue Kurven, Abb. 3.2). NahStimulation mit �CD3-Antik�orpern hingegen (rehte Spalte, Abb. 3.2) zeigt sih beiden Wildtyp-Zellen bereits nah 12 Stunden eine ausgepr�agte Apoptose (gelb-orangeneKurve, Abb. 3.2). Bei den Knok-out-M�ausen dagegen tritt erkennbare Apoptose erst24 Stunden nah Induktion auf (rote Kurve, Abb. 3.2), und das in deutlih geringeremAusma�.Im Gegensatz dazu l�asst sih auh bei den NFAT2-de�zienten Zellen Apoptosedurh Verwendung von �Fas-Antik�orpern im selben Umfang wie bei den Wildtyp-Zellenausl�osen (mittlere Spalte, Abb. 3.2).3.2.1 Quantitative BetrahtungenWie bereits in Abshnitt 3.1 dargelegt, erfolgt die quantitative Auswertung der geradedargestellten Ergebnisse �uber die Bestimmung der Apoptoserate aus den jeweiligen Hi-stogrammen (Anteil der Zellen mit im `Apoptose-Bereih' liegenden Werten von FL2-H).Diese kann dann in Abh�angigkeit der Parameter graphish { z.B. in Form von Balkendia-grammen { aufgetragen werden. Die Wertepaare { bestehend aus je vier Komponenten(Apoptoserate, Zelltyp = K.o.-Grad, Induktionsart, Messzeitpunkt) { k�onnen auf Grundder Dreidimensionalit�at des Raumes (bzw. der Zweidimensionalit�at der Papierober�ahe)2Beshriftung der Abszisse statt mit `FL2-H' mit dem aussagekr�aftigeren `Annexin-V', das diese Fluo-reszenz ja hervorruft.3= NFAT2�=�3+=+, wenn niht explizit anders vermerkt.21



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.2
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.2und B) gesondert dar, ergeben sih die sehs Diagramme (a-f) in Abbildung 3.3.6In dieser Konstellation l�asst sih die Wirkung der CD3-Stimulation zur Ausl�osungder Apoptose bei den vershiedenen Zellarten gut erkennen. Bei Wildtyp-Zellen zeigtsih nah Induktion mit �CD3 im Vergleih zum spontanen Verlauf praktish zu allenZeitpunkten eine deutlihe Steigerung der Apoptoserate (Abb. 3.3 orange versus gr�un ina und d), w�ahrend im Gegensatz dazu ein Untershied zur Wirkung von �Fas niht zu er-kennen ist (Abb. 3.3 rot versus orange in a). Bei den Zellen mit fehlendem NFAT2 ist imExperiment B im Vergleih zum Wildtyp eine eindeutige Reduktion der durh �CD3 in-duzierten Apoptose zu erkennen (Abb. 3.3 orange in d bzw. e), die aber weiterhin deutlih�uber der spontanen Rate liegt (Abb. 3.3 orange versus gr�un in e). Bei Experiment A dage-gen ist im selben Zelltyp (Abb. 3.3 b) keine sihere Apoptoseinduktion durh �CD3 mehrzur erkennen (orange versus gr�un), wohingegen die Wirkung von �Fas unbeeintr�ahtigtist (Abb. 3.3 rot in a und b jeweils versus gr�un). Bei den Doppel-Knok-out-M�ausen mitNFAT2- und NFAT3-De�zienz (Abb. 3.3 ) sheint die Situation zu den Verh�altnissender Einfah-Knok-out-M�ause (Abb. 3.3 b) identish. Es f�allt lediglih auf, dass der 12-h-Messwert nah vermeintliher Stimulation mit �Fas (mit `?' markierter roter Balken inAbb. 3.3 ) praktish mit dem Wert der spontanen Apoptoserate (gr�uner Balken im sel-ben Diagramm) identish ist. Es ist daher von einem Experimentierfehler auszugehen, beidem f�ur diese Kammer der Zellkulturshale die Zugabe von �Fas vers�aumt worden ist. BeiZellen mit kompletter NFAT2-De�zienz, aber nur heterozygotem NFAT3-Mangel (Abb.3.3 f) ist im Gegensatz zu Experiment A mit der zus�atzlihen Reduktion der Gesamt-menge an NFAT ein weiterer R�ukgang der Apoptoseinduktion durh �CD3 zu erkennen(Abb. 3.3: orange Balken in d,e,f). Eine Zeitabh�angigkeit dieser Werte (orange in Abb.3.3 f) ist zwar niht erkennbar, jedoh liegt die induzierte Apoptoserate (au�er nah 48 h)noh deutlih �uber den spontanen Werten (Abb. 3.3 orange versus gr�un). In ExperimentA setzt die Wirkung der applizierten Antik�orper (�CD3, �Fas) bei allen untersuhtenZelltypen erst zwishen 6 und 12 Stunden ein, so dass beim ersten Messzeitpunkt (ersteS�aulenspalte in den Abb. 3.3 a-) noh keine Untershiede zwishen den Induktionsartenfestzustellen sind. Es l�asst sih also bisher festhalten: Die NFAT-De�zienz (2 � 3)beeintr�ahtigt die CD3-vermittelte, aber niht die Fas-vermittelte Apoptose.6Die entsprehenden Zahlenwerte sind der Messwerttabelle in Anhang A.4 zu entnehmen.
23



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.2
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Abbildung 3.3: F�ur die beiden Experimente A und B wurde je nah Zelltyp (K.o.-Grad anDiagramm`wand') die Apoptoserate (in %) �uber der Induktionsart (Induktion) und dem Messzeit-punkt (Zeit) nah Induktionsbeginn aufgetragen. Die CD4+-T-Zellen stammen dabei aus Lymph-knoten von Wildtyp- (a, d) bzw. `Knok-out'-M�ausen mit folgender NFAT-De�zienz: 2�=�3+=+(b,e); 2�=�3�=+ (f); 2�=�3�=� (). Markierung `?' in () weist auf ein Artefakt hin (sieheText). 24



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.2Um einen besseren Eindruk vom quantitativen Einuss der noh vorhandenen NFAT-Menge (NFAT2 + NFAT3) zu gewinnen, sind dieselben Werte nohmals, nun nah denuntershiedlihen Induktionsformen gruppiert, zusammengestellt, so dass die Werte f�urdie untershiedlihen Zellarten direkt nebeneinander aufgetragen werden k�onnen (sieheAbb. 3.4).In den Abbildungen 3.4 a und d, in denen der spontane Verlauf aufgetragen ist, l�asstsih im Experiment A (Abb. 3.4 a) zu keiner Zeit eine sihere Abh�angigkeit der Apopto-serate vom NFAT-Gehalt der Zellen erkennen. Bei Experiment B hingegen (Abb. 3.4 d)ist { zumindest bei den sp�ateren Zeitpunkten { eine Abnahme der spontanen Apoptose-rate mit abnehmender NFAT-Gesamtmenge (2+3) eindeutig. Au��allig im Vergleih derbeiden Experimente A und B (linke bzw. rehte Spalte in Abb. 3.4) ist das deutlih unter-shiedlihe Absolutniveau der spontanen Apoptoserate, die bei Experiment A im Mittelbei 30 % liegt, im Experiment B dagegen lediglih bei a. 10 % im Durhshnitt �uberdie Messzeitpunkte und Zellarten. Diese Tatsahe ershwert zun�ahst den unmittelbarenVergleih der Messwerte zwishen den Experimenten A und B.7Nah Stimulation mit �CD3 erkennt man in Experiment B (Abb. 3.4 e) gut die gra-duelle Reduktion der induzierten Apoptoserate mit abnehmendem NFAT-Gehalt (2+3)(von hinten nah vorne). Auh bei Experiment A ist die verminderte Wirkung von �CD3bei den Knok-out-Zellen deutlih (Abb. 3.4 b): Die induzierte Apoptoserate sinkt imVergleih zu den Wildtyp-Zellen auf a. die H�alfte { abgesehen vom Zeitpunkt 6 h, andem wie oben bereits gesagt, die Wirkung der Antik�orper (�CD3, �Fas) noh niht ein-gesetzt hat. Ein Untershied zwishen den Einfah- und Doppelt-knok-out-Zellen ist inAbb. 3.4 b (Experiment A) diesbez�uglih niht zu erkennen.Nah Stimulation mit �Fas (Experiment A, Abb. 3.4 ) ist in der induzierten Apop-toserate kein Untershied zwishen den untersuhten Zellarten zu erkennen. Wie bereitserw�ahnt f�allt lediglih der 12-h-Messwert bei den `Doppelt-knok-out'-Zellen aus demRahmen (Markierung mit `?' in Abb. 3.4 ) und muss daher als Experimentierfehler(siehe oben) gewertet werden.Aus dem Gesagten l�asst sih somit zus�atzlih festhalten: Das Ausma� der CD3-vermittelten Apoptose korreliert wahrsheinlih (zun�ahst sheinbar widerspr�uhli-he Ergebnisse in den Experimenten A und B) mit dem NFAT-Gehalt (2+3) der7N�aheres dazu in Abshnitt 3.3.1. 25
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.2Zellen.Bevor dieser Aussage und dem Untershied der Experimente A und B weiter nah-gegangen wird, soll zun�ahst die Signi�kanz der bisher gemahten qualitativen Aussagen�uberpr�uft werden.3.2.2 Signi�kanz der AussagenDie Bestimmung des Signi�kanz-Niveaus erfolgt mit Hilfe des einseitigen Student-t-Testes f�ur verbundene (paarige) Stihproben [42, 1℄. Als Grundgesamtheit werden dabeidie einzelnen Messzeitpunkte in den beiden Experimenten A und B (wenn m�oglih, sonstnur A oder B) aufgefasst. Die Nullhypothese besteht jeweils darin, dass kein Unter-shied in der Apoptoserate zwishen den Parameterkonstellationen (Zellart, Induktions-art) besteht.8 Die Interpretation des Signi�kanzniveaus p erfolgt dabei nah den �ublihenMa�st�aben9, so dass ab einem p � 0; 05 von einem signi�kanten Untershied auszugehenist. Der �Ubersihtlihkeit wegen wird in der nahfolgenden Tabelle 3.1 niht die Nullhy-pothese, sondern die vermutete und zu �uberpr�ufende Aussage genannt:Aussage f�ur die Experimente A, B bzw. A und B gemeinsam: Signi�kanzniveau pF�ur Zellen mit ... ist die Apoptoserate ... A B A + BWildtyp nah �Fas h�oher als spontan. 0,043 { {nah �CD3 h�oher als spontan. 0,022 0,009 0,0005Einfah-k.o. nah �Fas h�oher als spontan. 0,035 { {nah �CD3 h�oher als spontan. 0,170 0,026 0,016�CD3-Induktion bei Einfah-k.o. niedriger als bei Wildtyp. 0,022 0,007 0,0002bei Doppel-k.o. niedriger als bei Einfah-k.o. 0,095 { {bei 11=2 fah-k.o. niedriger als bei Einfah-k.o. { 0,031 {Tabelle 3.1: Signi�kanzniveau p nah einseitigem Student-t-Test bei verbundenen Stihprobenf�ur qualitative Aussagen �uber die Apoptoserate der untersuhten Zellarten (Nullhypothese =kein Untershied) f�ur die Experimente A und B getrennt und { wo m�oglih { auh f�ur A und Bgemeinsam. Die Einrahmung weist darauf hin, dass (nur) die zu diesen beiden Werten geh�orendenAussagen niht signi�kant sind.Wie erwartet ist bei Wildtyp-Zellen die Apoptoseinduktion sowohl mittels �Fas als auhdurh �CD3 signi�kant gegen�uber dem spontanen Verlauf erh�oht (in letzterem Fall inZusammenfassung der Experimente sogar hoh signi�kant bei p = 0; 0005 < 0; 001). Ana-log ist dies insgesamt auh bei den Einfah-k.o.-Zellen (NFAT2�=�3+=+) der Fall, nur8Genauer wegen der `Einseitigkeit' des Testes: Kein Untershied oder aber ein entgegengesetzter alsder vermutete.9signi�kant $ p � 0; 05; sehr signi�kant $ p � 0; 01; hoh signi�kant $ p � 0; 001. Dabei stellt pdie Wahrsheinlihkeit f�ur den Fehler 1. Art dar, also die Irrtumswahrsheinlihkeit bei Ablehnung derNullhypothese. 27



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.3wenn man Experiment A alleine betrahtet ergibt sih dort (oberer gerahmter Wert inTab. 3.1) f�ur die Anwendung der �CD3-Antik�orper kein signi�kanter Anstieg der Apop-toserate gegen�uber dem spontanen Verlauf (mehr). Betrahtet man nun den Untershiedder CD3-vermittelten Apoptose zwishen den Zellarten, so ist die Reduktion beim Ver-gleih `Wildtyp' ! `Einfah-k.o.' signi�kant (insgesamt sogar hoh signi�kant), bei demVergleih `Einfah-k.o.' ! `1 1=2 fah-k.o.' ist die zus�atzlihe Reduktion ebenfalls signi-�kant. Nur beim Vergleih `Einfah-k.o.' ! `Doppelt-k.o.' ergibt sih keine zus�atzlihesigni�kante Reduktion der Apoptoserate (unterer gerahmter Wert in Tab. 3.1).Ein Untershied der durh �Fas induzierten Apoptoserate zwishen den Einfah-k.o.-Zellen und den Wildtyp-Zellen ist niht vorhanden und damit selbstverst�andlih auhniht signi�kant. Auh bei den Doppelt-k.o.-Zellen ist weder im Vergleih zu den Einfah-k.o.- noh zu den Wildtyp-Zellen ein signi�kanter Abfall der durh �Fas induziertenApoptoserate zur erkennen 10.Zur besseren Einordenbarkeit der sheinbar widerspr�uhlihen Ergebnisse aus denExperimenten A (Doppelt-k.o.) und B (1 1=2 fah-k.o.) sollen im folgenden Kapitel nun�Uberlegungen zur besseren Vergleihbarkeit der Messwerte aus den beiden vershiedenenExperimenten erfolgen.3.3 NFAT und AICD korrelieren quantitativ miteinander3.3.1 Bereinigung um die spontane ApoptoserateEin bereits erw�ahnter, augenf�alliger Untershied der beiden Experimente A und B istdas untershiedlihe Ausma� der spontanen Apoptoserate (Untershied a. Faktor 3).Um eine sinnvolle Vergleihbarkeit der untershiedlih stark `verraushten' Messwertenah Induktion in Experiment A und B zu erhalten, soll die spontane Apoptoserate ausder Apoptoserate nah Induktion `herausgerehnet' werden. Eine einfahe Subtraktionder spontanen Rate von den Werten nah Induktion (�CD3 bzw. �Fas) wird jedohvermutlih der tats�ahlihen Situation niht gereht.Unter der Annahme, dass die spontane Apoptoserate unabh�angig von der induzier-ten Apoptoserate ist (z.B. weil sie auf andere Weise ausgel�ost ist), ergibt sih aus den�Uberlegungen in Anhang A.2 folgende Formel zur Umrehnung auf bereinigte Messwer-10Auh trotz des Experimentierfehlers beim 12-h-Wert der NFAT2�=�3�=�-Zellen besteht kein si-gni�kanter Untershied zu den anderen Zellarten. 28



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.3te11 (Angabe jeweils in %):Apoptoserate bereinigt = Apoptoserate induziert �Apoptoserate spontan100�Apoptoserate spontan � 100 [%℄In Abbildung 3.5 sind f�ur den 24-h-Messzeitpunkt die bereinigten Werte aus beiden Ex-perimenten (ggf. als Mittelwert) aufgetragen. Die Fehlerangaben stammen dabei aus�Uberlegungen zur Messgenauigkeit und entsprehender Fehlerrehnung nah dem Fehler-fortpanzungsgesetz12.
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.3tats�ahlih mit jeder weiteren Abnahme des NFAT-Gehaltes (2+3) der Zellen auh ei-ne weitere Abnahme der CD3-vermittelten Apoptoserate. Allerdings muss einshr�ankendfestgehalten werden, dass unter Ber�uksihtigung der angegebenen Fehlergrenzen der Un-tershied bei diesem Messzeitpunkt teilweise niht signi�kant ist. Ungekl�art ist zun�ahstweiterhin, ob das Ausma� der jeweiligen Apoptosereduktion auh mit dem mengenm�a�i-gen Ausma� der NFAT-Reduktion �ubereinstimmt. Der n�ahste Abshnitt soll diesenAspekt nun n�aher beleuhten.3.3.2 Vergleih mit dem NFAT-Gehalt der ZellenEine quantitative Bestimmung der Menge an untershiedlihen NFAT-Faktoren (hierNFAT2 und NFAT3) { wenn auh nur relativ zueinander { ist niht nur praktish,sondern bereits prinzipiell shwierig [49℄. Zum einen ist der (relative) Gehalt neben derZellart in erster Linie vom Aktivierungszustand der Zelle abh�angig, zum anderen sind diezur Erkennung und damit Bestimmung notwendigen Antik�orper (auf Proteinebene) bzw.Primer (auf mRNA-Ebene) naturgem�a� von einander vershieden und daher zwangsl�au�gvon untershiedliher AÆnit�at zu ihrer jeweiligen Zielstruktur. Der Versuh, den relati-ven NFAT-Gehalt (NFAT2 : NFAT3) trotz dieser Einshr�ankungen abzush�atzen, darfdaher niht �uberbewertet werden und ist nur als grober Anhaltspunkt zu verstehen.Aus der Ver�o�entlihung von Ranger et al. [37, Abbildung 1℄ kann der Abdrukeines Blots entnommen werden, in dem unter anderem der Gehalt von NFAT1, NFAT2und NFAT3 aus ruhenden, wildtypishen T-Helfer-Zellen auf RNA-Ebene dargestellt ist.Eine photometrishe Analyse (Einzelheiten dazu sind in Anhang A.3 dargestellt) ergibtdabei einen relativen Gehalt NFAT2 : NFAT3 von a. 9 : 7. Will man nur die Gesamt-menge der zwei Formen NFAT2+NFAT3 ber�uksihtigen, kann man den Gehalt derWildtyp-Zellen (NFAT2+=+3+=+) im Sinne einer Normierung mit 100 % de�nieren undden der `Doppel-knok-out'-Zellen (NFAT2�=�3�=�) mit 0 % annehmen. F�ur die ande-ren Knok-out-Grade ergeben sih dann entsprehend des obigen Verh�altnisses folgendeWerte f�ur den relativen NFAT-Gehalt (2+3):Zelltyp: NFAT 2+=+3+=+ 2�=�3+=+ 2�=�3�=+ 2�=�3�=�K.o.-Grad: 0 1 11=2 2NFAT-Gehalt (2+3): 100 % 43 % � 5 % 22 % � 4 % 0 %Die Fehlerangabe ber�uksihtigt dabei nur die Ungenauigkeit der Auswertung13 der zi-13Siehe dazu Anhang A.3 . 30



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.3tierten Graphik, niht jedoh methodishe Unsiherheiten bei ihrer Erstellung, die zwarunbekannt sind, aber gegebenenfalls relevant sein k�onnen. Die obigen Zahlenwerte sinddaher { wie bereits eingangs gesagt { nur als grobe Anhaltspunkte zu verstehen.Um einen quantitativen Vergleih der gerade bestimmten, relativen NFAT-Gehalteder untersuhten Zelltypen mit den entsprehenden relativen Apoptoseraten (d.h. derenquantitativem Verh�altnis untereinander) zu erleihtern, emp�ehlt es sih, die Apoptose-rate der Wildtyp-Zellen ebenfalls auf 100 % zu normieren.14 In Abbildung 3.6 sind dieMittelwerte (�uber die Messzeitpunkte beider Experimente A und B) dieser normierten(und zuvor bzgl. der spontanen Rate bereinigten) Apoptoseraten nah Induktion mit�CD3 neben dem Gehalt an NFAT2+NFAT3 (blaue Balken in Abb. 3.6) aufgetragen.Die untershiedlihen gr�unen Balken ergeben sih dabei aus der Ber�uksihtigung unter-shiedlih vieler Messzeitpunkte bei der Mittelwertbildung. Die Fehlerbalken der Apop-toseraten stammen dabei aus einer Absh�atzung der Messgenauigkeit und anshlie�enderAnwendung des Fehlerfortpanzungsgesetzes f�ur `Bereinigung' und Normierung.15Bei der Mittelwertbildung sollten die 6-h-Messwerte besser niht ber�uksihtigt wer-den, da bereits oben festgestellt wurde (insbesondere f�ur Experiment A), dass zu die-sem Zeitpunkt die Wirkung der �CD3-Antik�orper noh niht eingesetzt hat (siehe dazuauh Abb. 3.3, Experiment A).16 Bez�uglih der 48-h-Werte wurde shon erw�ahnt, dasssih die Wirkung der �CD3-Antik�orper bereits im Abklingen be�ndet (insbesondere inExperiment B, siehe dazu Abb. 3.3). Daher sheint auh das Ausshlie�en dieser Da-tenpunkte im aktuellen Zusammenhang gerehtfertigt. Ber�uksihtigt man also nur dieals zuverl�assig erahteten Datenpunkte (12-h- und 24-h-Werte in Experiment A und B),so ergibt sih (jeweils dunkelster gr�uner Balken in Abb. 3.6) innerhalb der angegebenenFehlergrenzen eine reht gute �Ubereinstimmung der relativen Apoptoseraten (bereinigtjeweils um die spontane Rate) mit dem jeweils abgesh�atzten relativen NFAT-Gehaltder Zellen. Es l�asst sih also Folgendes festhalten: Im Rahmen der Messgenauigkeitund unter dem Vorbehalt der methodishen Einshr�ankungen ist die CD3-induzierte Apoptoserate dem Gesamt-NFAT-Gehalt der Formen NFAT2 undNFAT3 direkt proportional. Man sollte dabei jedoh niht vergessen, dass die vor-14Gr�une Werte in der Messwerttabelle in Anhang A.4 .15Siehe dazu Anhang A.4.16Die hellsten gr�unen Balken geben { wie in der Legende zu Abb. 3.6 vermerkt { die Apoptoseratenunter Ber�uksihtigung aller Messzeitpunkte wieder, w�ahrend bei den mittleren gr�unen Balken die 6-h-Werte unber�uksihtigt bleiben. 31



KAPITEL 3. ERGEBNISSE ABSCHNITT 3.3
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Kapitel 4
Diskussion
In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der NFAT-Transkriptionsfaktoren NFAT2und NFAT3 beim AICD als Sonderform der Apoptose von peripheren CD4+-T-Lym-phozyten aus Lymphknoten von M�ausen untersuht. Dabei zeigte sih aus dem Vergleihvon untershiedlihen NFAT-de�zienten `Knok-out'-Tieren, dass die CD3-vermittelteApoptose (AICD) { im Gegensatz zur Fas-vermittelten { mit dem Gesamtgehalt derZelle an NFAT2 und NFAT3 korreliert und diesbez�uglih eine direkte Proportiona-lit�at angenommen werden kann. Dazu waren zwei unabh�angige Experimente mit teilwei-se untershiedlihen Zelltypen durhgef�uhrt worden. Zun�ahst soll auf einige besondereAspekte dieser Experimente eingegangen werden, bevor dann grundlegende Fragestellun-gen bez�uglih der Methodik und der Einordnung ins Gesamtbild des AICD diskutiertwerden. Abshlie�end soll ein Ausblik einige der mit dieser Arbeit assoziierten, o�enenFragestellungen beleuhten.4.1 Spezi�she Aspekte der durhgef�uhrten Experimente4.1.1 Untershied der spontanen ApoptoserateZwishen den beiden Experimenten A und B (siehe Abshnitt 3.2.1) ergab sih eine spon-tane Apoptoserate (zeitabh�angig) der niht induzierten Zellen in einem Verh�altnis von a.30 % : 10 % zueinander. Dabei lagen die Absolutwerte der induzierten Apoptoseraten beibeiden Experimenten in vergleihbaren Bereihen (siehe Messwerttabelle in Anhang A.4).Dieser Untershied von Faktor 3 ist signi�kant. Die M�oglihkeit interindividueller Shwan-kungen, z.B. in Abh�angigkeit vom Infektstatus und der immunologishen Vergangenheit33



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.1der Tiere, sheidet weitgehend aus, da die Zellen der jeweils parallel untersuhten Tiereerstaunlih gleihe spontane Apoptoseraten zeigten. Naheliegender ist es, die Ursahe imHandling der Zellen und bei den applizierten Substanzen (insbesondere des Mediums, derAntik�orper �CD3, �CD28 und des Interleukin 2) zu suhen. Auh die Zelldihte in denKulturshalen k�onnte ausshlaggebend sein. Soweit feststellbar waren bei beiden Experi-menten alle �au�eren Bedingungen vergleihbar, einzig das Kulturmedium w�ahrend derZeit der initialen Stimulation und Expansion (siehe Kapitel 2) untershied sih in beidenExperimenten (bei A: RPMI 1640; bei B: X-VIVO 15; Einzelheiten siehe Anhang B.2),so dass hier vermutlih die Ursahe der untershiedlihen spontanen Apoptoserate liegend�urfte.4.1.2 Gleihe Apoptoseraten bei Einfah- und Doppelt-k.o.-M�ausenIm Gegensatz zu der zus�atzlihen signi�kanten Reduktion der CD3-vermittelten Apop-toserate beim Vergleih von Einfah- (NFAT2�=�3+=+) zu 11=2 fah-k.o.-Zellen (NFAT2�=�3�=+) in Experiment B zeigte sih praktish keine zus�atzlihe Reduktion in Expe-riment A zwishen den Einfah- (NFAT2�=�3+=+) und den Doppelt-k.o.-Zellen (NFAT2�=�3�=�). Zur Erkl�arung dieses Sahverhaltes sind untershiedlihe Ans�atze dankbar:(a) Es wurde bei beiden Zelltypen kein �CD3 zugegeben (Experimentierfehler bei A).(b) Es bestand in Wirklihkeit kein Untershied zwishen den als Einfah- und Doppelt-k.o. bezeihneten Zellen (falshe Genotypisierung bei A).() Bei den 11=2 fah-k.o.-Zellen wurde �CD3 vergessen (Experimentierfehler bei B).(d) Die hohe spontane Apoptoserate bei A ist Shuld, dass ein doh vorhandener Un-tershied niht erkannt wird (systematisher Fehler).(e) Es handelt sih nur um statistishe Shwankungen, die einen doh vorhandenenUntershied vershleiern (Zufall).Zur Beurteilung von Punkt (a) muss daran erinnert werden (siehe Kapitel 2), dass zurInduktion der Apoptose plattengebundene (siehe auh Anhang B) �CD3-Antik�orper undf�ur jeden Messzeitpunkt eine eigene Kammer der Zellkulturplatten verwendet wurden.Dass also im Sinne eines Experimentierfehlers vergessen wurde, die H�alfte aller Kammern(also 8 St�uk) mit �CD3-Antik�orpern zu beshiken (die andere H�alfte f�ur die Wildtyp-Zellen aber niht), ist praktish ausgeshlossen. Auh von den Messergebnissen her (der24-h-Wert nah �CD3-Stimulation untersheidet sih bei beiden Zelltypen deutlih vonder spontanen Apoptoserate, siehe Abb. 3.3) sheint diese Erkl�arung unwahrsheinlih.34



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.1Allerdings soll niht vershwiegen werden, dass f�ur das Experiment A alleine weder beiden Einfah- noh bei den Doppelt-k.o.-Zellen der Untershied zwishen der spontanenund der �CD3-vermittelten Apoptoserate signi�kant ist (siehe Abb. 3.3 und Tab. 3.1).Um Hypothese (b) beurteilen zu k�onnen, soll zun�ahst der `Southern Blot' bez�uglihNFAT3 gezeigt werden, der zur Genotypisierung der verwendeten M�ause (DNA ausShwanzmaterial der Tiere, ampli�ziert mittels PCR) in Experiment A f�uhrte (sieheAbbildung 4.1). Alle M�ause dieses Wurfes waren zus�atzlih vom NFAT2�=�-Genotyp.
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KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.1Hinter Aussage () verbirgt sih der Gedanke, dass bei Experiment B zwishen denbeiden Knok-out-Tieren eigentlih ebenfalls kein Untershied im AICD bestehen k�onnte,und die gezeigte zus�atzlihe Reduktion von einer fehlenden Induktion bei den NFAT2�=�3�=+-Zellen herr�uhren k�onnte. Abbildung 3.3 f zeigt im direkten Vergleih die spontanenund induzierten Apoptoseraten f�ur diesen Zelltyp. Da ihr Untershied (zumindest f�ur dieersten drei Messpunkte) signi�kant ist, ist Hypothese () sehr unwahrsheinlih.Kann die vorliegende, relativ hohe spontane Apoptoserate den (evtl. doh tats�ahlihvorhandenen) Untershied im AICD der Einfah- und Doppelt-k.o.-Zellen vershleierthaben? Gem�a� den �Uberlegungen in Anhang A.2 ist davon auszugehen, dass die spontaneund die induzierte Apoptoserate voneinander unabh�angig sind. Ein einfahes `Versinken'der induzierten Raten unter das Niveau der spontanen Rate ist daher niht zu erwarten.Je h�oher aber die spontane Rate ist, desto mehr werden die induzierten Werte `gedr�ukt'(denn z.B. 30 % spontane Rate und 20 % induzierte Rate f�uhren niht zu 50 %, sondernnur zu einer gemessenen Rate von 44 %). Sie `ragen' also gewisserma�en immer wenigeraus dem `See' der spontanen Rate heraus (im Beispiel nur um 14 %-Punkte, statt wiez.B. um 18 %-Punkte bei einer spontanen Rate von nur 10 %). Ber�uksihtigt man dazunoh das `Raushen' der spontanen Rate (� 5 %-Punkte) und die Messungenauigkeit derinduzierten Rate (ebenfalls � 5 %-Punkte), kann tats�ahlih ein eventuell vorhandenerUntershied niht mehr als signi�kant erkannt werden.Die gerade dargelegten Ausf�uhrungen haben neben dem Punkt (d) den Punkt (e)bereits mitbeantwortet, so dass als Fazit festgehalten werden kann: Eine hohe sponta-ne Apoptoserate �uberdekt zwar die induzierten Werte niht, maht aber { zusammenmit der immer vorhandenen Messungenauigkeit { die Auswertung shwieriger (man er-kennt auf den `ersten Blik' die Verh�altnisse niht siher) und reduziert das Signi�kanzni-veau beim Vergleih der st�arker `verraushten' Werte. Eine Kombination der Erkl�arungs-ans�atze (d) und (e) ersheint demnah als plausibelste Begr�undung f�ur den kaum zubeobahtenden Untershied im AICD der Einfah- und Doppelt-k.o.-Zellen bei Experi-ment A.
36



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.24.2 Allgemeine Aspekte bez�uglih der Methodik4.2.1 (Un-)Mittelbarkeit der Wirkung des NFAT-MangelsDie beobahtete Reduktion des AICD bei NFAT-de�zienten `Knok-out'-Tieren kann {wie angenommen { eine unmittelbare Folge der fehlenden NFAT-Faktoren in den Si-gnalwegen der Zelle zum aktuellen Zeitpunkt der Ausl�osung des AICD sein. Alternativk�onnte aber auh der NFAT-Mangel w�ahrend der Entwiklung der Zelle (oder der Maus)diese so beeintr�ahtigt oder ver�andert haben, dass auf Grund dieses anderen Zustan-des die Ausl�osbarkeit des AICD beeintr�ahtigt ist. Demnah w�are dann nur die NFAT-Ausstattung w�ahrend des Zeitintervalles der Reifung der Zelle ausshlaggebend und nihtdie zum Zeitpunkt der Apoptoseinduktion. Die Reduktion des AICD w�are dann also nurmittelbare Folge eines fr�uheren NFAT-Mangels. Auh beliebig gewihtete Kombinatio-nen dieser beiden Thesen sind nat�urlih denkbar.Die beobahtete Proportionalit�at der Beziehung NFAT-Gehalt$ AICD-Ausma� legtdas Vorliegen eines Parameters nahe, dessen Quantit�at letztlih ausshlaggebend ist.Im Falle der ersten Hypothese (Unmittelbarkeit) ist dies augensheinlih der NFAT-Gesamtgehalt an den Faktoren NFAT2 und NFAT3. Bei der zweiten Hypothese (Mit-telbarkeit) kann man sih zwar gut eine prinzipielle Ver�anderung der Ausl�oseshwelle desAICD vorstellen, aber wer bzw. was { wenn niht der NFAT-Gehalt selbst { kann dieRolle des verantwortlihen, kontinuierlihen Parameters �ubernehmen? Derzeit gibt es ausSiht der Experimente keine Notwendigkeit, dieses zweite und kompliziertere Modell an-zunehmen. Experimentelle M�oglihkeiten, diesen Sahverhalt zu kl�aren, bestehen darin,den NFAT-Gehalt erst nah der Reifung zu verringern (nahtr�aglihe Genabshaltungoder nahtr�aglihes Einshleusen von dominant negativen2 NFAT-Mutationen) oder bei`NFAT-Knok-out'-Tieren den NFAT-Mangel nah der Reifung wieder zu beheben (Zu-gabe von NFAT von au�en oder nahtr�aglihes Einshleusen intakter NFAT-Gene) bzw.von vornherein die Wirkung einer nahtr�aglih vermehrten NFAT-Produktion zu unter-suhen.Den Gedanken der nahtr�aglihen Reparation bei `Knok-out'-Tieren verfolgten da-bei Rengarajan et al. in [39℄. Dort wurden murine Doppel-k.o.-Lymphknotenzellen(NFAT2�=� 3�=�) mit einem Luiferase-Reporterplasmid unter der Kontrolle des FasL-2 �Uberexpression eines arti�ziellen Proteins, das die Funktion des zu untersuhenden Proteins st�ort,z.B. durh funktionslose kompetitive Bindung der zugeh�origen Zielstruktur.37



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.2Promotors trans�ziert. Eine Koexpression von NFAT2 f�uhrte zu einer Verdopplung derAktivit�at des Promotors und erm�oglihte eine Stimulierbarkeit (auf das Vierfahe) mitCaliumliberatoren3. Die fehlende Aktivit�at des FasL-Promotors in der NFAT-de�zientenZelle wird also durh zus�atzlihes Einbringen von NFAT2 behoben, eine Induktion desAICD sollte also dann m�oglih sein (wurde aber in [39℄ niht nahgewiesen).In unserer Arbeitsgruppe wurde diesbez�uglih der Ansatz verfolgt, die Wirkung einer(nah Abshluss der Reifung) gesteigerten NFAT-Menge auf die Apoptoserate zu un-tersuhen [45, 5℄. Dazu wurden CD4+-T-Zellen aus Lymphknoten von (bzgl. der NFAT-Ausstattung wildtypishen) M�ausen mit Retroviren in�ziert, die dann das so eingebrahteNFAT2-Gen (unter der Kontrolle des Zytomegalie-Virus-Promotors) exprimierten. NahInduktion der Apoptose mit �CD3 wurde dann die Apoptoserate im Vergleih zu Zellen,die mit dem Leer-Vektor in�ziert waren, gemessen (siehe [45℄ bzw. [5℄):Apoptoserate Leer-Vektor NFAT2-Vektorspontan 10 % 16 %nah �CD3 41 % 84 %Es zeigte sih also sowohl eine deutlihe Steigerung der spontanen als auh insbesondereeine Verdopplung der induzierten Apoptoserate. Dies unterst�utzt die These, dass derAICD unmittelbar vom NFAT-Gehalt4 { zum Zeitpunkt der Ausl�osung undniht w�ahrend der Reifung der Zelle { abh�angt.Ein Versuh, den wirksamen NFAT-Gehalt durh Einbringung dominant negativerGenprodukte mittels Retroviren erst im Nahhinein zu verringern, war im Rahmen die-ser Arbeit unternommen worden, sheiterte aber an einer ungen�ugenden Infektionsrateder Zellen. Erst der �Ubergang zu transgenen M�ausen eines T-Zell-Rezeptor-Klons undder Stimulation �uber das zugeh�orige Antigen konnte die genannten Shwierigkeiten �uber-kommen (siehe dazu [45℄).4.2.2 Beshr�ankte G�ultigkeit des ModellsystemsIn der vorliegenden Arbeit wurden T-Helfer-Zellen (CD4+) aus Lymphknoten von M�ausenuntersuht. Streng genommen beziehen sih demnah alle gemahten Aussagen bez�uglihder NFAT-Transkriptionsfaktoren und ihrer Beziehung zum AICD nur auf diesen Zelltyp.3PMA und Inomyin4Eine quantitative Einordnung in die Werte dieser Arbeit ist auf Grund des untershiedlihen Promo-tors (NFAT2-Promotor der Maus $ Zytomegalievirus-Promotor) niht m�oglih, da die Steigerung derNFAT-Menge niht bekannt ist. 38



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.3Die Ho�nung bei der Untersuhung eines Modellsystems ist stets auf die M�oglihkeit ei-ner Verallgemeinerung gerihtet (anderer Reifungsgrad oder andere Lokalisation der Zelle,andere Spezies, anderer Zelltyp). Dass dabei aber gro�e Vorsiht geboten ist, zeigen dieErgebnisse von Oukka et al. [33℄. Bei der Untersuhung von Doppelt-positiven Thymo-zyten (CD4+, CD8+) { also den unreifen Vorl�auferzellen der (z.B. CD4+) T-Lymphozyten{ aus dem Thymus von NFAT3-knok-out-M�ausen zeigte sih eine gesteigerte Apoptosenah CD3-vermittelter Induktion. Demnah sheint also die Folge eines NFAT3-Mangelsin doppelt-positiven (CD4+, CD8+) und in einfah-positiven (CD4+)-T-Zellen genau ent-gegengesetzt auszufallen (Steigerung$ Reduktion des AICD). Bei den Thymozyten wardie Reduktion des NFAT3 (dominierender NFAT-Typ dieser Zellen) mit einer Herun-terregulation des antiapoptotishen Faktors Bl-2 assoziiert. M�ogliherweise ist w�ahrendder Entwiklung (Bl-2-Expression gering) die Kontrolle des Bl-2-Promotors NFAT-abh�angig, wohingegen bei reifen Zellen die Bl-2-Expression konstitutiv hohreguliert istund evtl. keiner NFAT-Stimulation mehr bedarf. Einzelheiten dazu sind jedoh niht er-forsht, bis zu ihrer Kl�arung halten wir aber fest: Der Reifegrad der untersuhten Zellen(assoziiert mit der dadurh untershiedlihen Lokalisation) stellt sih bereits als kritisherParameter f�ur die Beziehung NFAT-Menge $ AICD dar.Auf der anderen Seite konnten Kondo et al. dagegen zeigen, dass NFAT2 auh in(humanen) Burkitt-Lymphom-B-Zellen eine Shl�usselrolle im AICD (ausgel�ost �uber Ak-tivierung des B-Zell-Rezeptors) spielt [20℄. Die pro-apoptotishe Bedeutung von NFAT2beshr�ankt sih demnah niht auf T-Zellen oder M�ause, allerdings muss jede Erweite-rung des G�ultigkeitsbereihes der gemahten Aussagen { wie bereits gesagt { im Einzelfallentsprehend �uberpr�uft werden.4.3 Beziehung zum Gesamtbild des AICD4.3.1 Implikationen der Proportionalit�atDie in dieser Arbeit dargelegte Proportionalit�at zwishen dem NFAT-Gehalt und demAICD (bei T-Helfer-Zellen aus den Lymphknoten von M�ausen) impliziert einige Shluss-folgerungen, die nun dargelegt werden sollen.Der im letzten Satz angesprohene NFAT-Gehalt bezieht sih auf die Gesamtmengeder beiden Faktoren NFAT2 und NFAT3. Die Proportionalit�at beinhaltet den Bereih39



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.3von 0 % bis 100 %, also kein NFAT2/3 (0 %) bedeutet kein AICD (0 %) und volleMenge an NFAT2/3 (100 %) bedeutet voller Umfang des AICD (100 %). Dies impli-ziert, dass die �ubrigen NFAT-Formen (NFAT1, NFAT4) keinen Einuss aufden AICD aus�uben. Aus der Literatur ist bekannt, dass NFAT4 in den Lymphozytenrein quantitativ kaum eine Rolle spielt [43, 39℄. Dem Faktor NFAT1, der sehr wohl in be-tr�ahtlihem Umfang in Lymphozyten auftritt, wird eine positive, proliferative Wirkungim Sinne einer Verst�arkung der Immunantwort zugeshrieben [37, 34, 36℄, ohne einensigni�kanten Einuss auf den Zelluntergang mittels AICD. Die in dieser Arbeit beshrie-bene Proportionalit�at zwishen der Gesamtmenge an NFAT2+3 mit dem Ausma� desAICD best�atigt also die aus der Literatur nahegelegte Vermutung, dass NFAT1 undNFAT4 bez�uglih des AICD der T-Lymphozyten (CD4+) keine Rolle spielen. NFAT4-de�ziente M�ause zeigen weder makroskopishe noh mikroskopishe Au��alligkeiten [9℄,allerdings wurde die Apoptose von T-Lymphozyten bei diesen Tieren (in [9℄) niht ex-plizit untersuht. Auh bei den NFAT1-de�zienten T-Lymphozyten [36℄, bei denen siheine beeintr�ahtigte Aktivierung zeigt, wurde in [36℄ eine Auswirkung auf die Apoptoseniht direkt untersuht.5 Bei �Uberexpression von NFAT1 [5, 45℄ h�angt die Wirkung vonder genauen Isoform ab: Bei NFAT1/A zeigt sih keine Ver�anderung der AICD-Rate,bei NFAT1/C hingegen ein Anstieg der Apoptose, vergleihbar mit dem bei �Uberex-pression von NFAT2 [5℄. Aus der Tatsahe, dass bei kompletter NFAT2/3-De�zienzpraktish keine induzierte Apoptosesteigerung mehr auftritt (Messwert vereinbar mit 0 %im Rahmen der Messgenauigkeit), l�asst sih folgern, dass in vivo der Isoform NFAT1/Cim Rahmen des AICD keine entsheidende Rolle zukommen kann. Ranger et al. be-rihten dementsprehend in [37℄ auh von einer Pr�adominanz der Isoform NFAT1/A inden untersuhten Zellen. Bez�uglih NFAT1/C w�are prinzipiell { nah den Daten die-ser Arbeit { lediglih eine Verst�arkerfunktion denkbar, jedoh keine mit den FaktorenNFAT2/3 gleihwertige Wirkungsweise (also keine additive, sondern eine multiplikativeWirkung).Neben den Untershieden der NFAT-Faktoren (2,3 $ 1,4) best�atigt aber die ge-fundene Proportionalit�at die { zumindest bez�uglih des AICD bestehende { Austaush-barkeit der Formen NFAT2 und NFAT3 untereinander. Allerdings muss einshr�ankenderw�ahnt werden, dass f�ur alleinige NFAT3-De�zienz (bei normalem NFAT2-Gehalt)5Nah neuesten Daten kommt NFAT1 in speziellen B-Zellen (humane DT40-Zellen) eine anti-apoptotishe Wirkung zu [21℄. 40



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.3das Apoptoseverhalten nah CD3-Stimulation unbekannt ist. Bei Oukka et al. in [33℄wurde nur der AICD bei unreifen Thymozyten untersuht6, niht jedoh in peripherenT-Helfer-Zellen, so dass die direkte Best�atigung diesbez�uglih noh aussteht. Alternativzum `Nebeneinander' der beiden Faktoren NFAT2 und NFAT3 w�are die M�oglihkeitdenkbar, dass bei Wildtyp-Zellen nur der Faktor NFAT2 (dominiert in T-Lymphozyten�uber NFAT3) die Apoptose reguliert, und erst beim Ausfall dieses Typs (k�unstlihin NFAT2-Knok-out-Tieren) der Faktor NFAT3 `einspringt' und { entsprehend sei-ner mengenm�a�igen Verteilung { eine Restfunktion in der Apoptoseregulation aufrehterh�alt. Unter dieser Annahme m�ussten sih die Apoptoseraten der untersuhten Zellty-pen (Knok-out-Grad 0 - 1 - 1 1=2 - 2) niht { wie in Abbildung 3.6 angegeben { wie100 : 43 : 22: 0 7, sondern wie 100 : 77 : 38 : 0 8 verhalten. Letzteres stimmt aber mitden gemessenen Werten (siehe ebenfalls Abb. 3.6) niht �uberein, so dass wohl doh dieadditive Wirkung von NFAT2 + NFAT3 zur Entfaltung kommt.Bei Ranger et al. wird in [37℄ bez�uglih der Aktivierbarkeit �uber den T-Zell-Rezeptor ein Shwellenwert-Modell f�ur T-Zellen angenommen. Demnah erh�ohen NFAT2und NFAT3 diese Shwelle (Vermeidung von Hyperproliferation), wohingegen NFAT1die Shwelle erniedrigt (Vermeidung von Hypoproliferation). Aus der Tatsahe, dassNFAT2/3-doppelt-knok-out-M�ause einen deutlih ver�anderten Ph�anotyp zeigen (Hy-perproliferation bzw. mangelnde Apoptose und Hyperaktivierung), die jeweiligen Einzel-knok-out-Tiere dagegen niht [37℄, shlie�en die Autoren, dass ein diskreter Shwellen-wert existieren muss, der die beiden Ph�anotypen (Hyperproliferation $ normal) von-einander trennt. Ber�uksihtigt man die in dieser Arbeit aufgezeigte Proportionalit�at, sokann die postulierte Shwelle niht von Seiten des NFAT-Gehaltes bzgl. der Formen 2und 3 herr�uhren, da bez�uglih der Apoptose keine Shwelle, sondern nur ein `mehroder weniger' existiert. Ein Gegenspieler-System aber, das sih seinerseits insgesamt aufeinem de�nierten `Level' be�ndet, kann { je nah H�ohe dieses Levels { das oben beshrie-bene Szenario bez�uglih des Ph�anotyps erm�oglihen. Liegt also das `Gegenspieler-Level'entsprehend niedrig, dass bereits einer der Faktoren NFAT2 oder NFAT3 ausreiht,um die Wirkung der Gegenspieler (z.B. entsprehende Isoformen des NFAT1) zu kom-pensieren, so f�uhrt erst der gleihzeitige Mangel beider Formen zum Ungleihgewiht6Wie bereits in Abshnitt 4.2.2 dargelegt, zeigte sih dabei eine vermehrte Apoptoserate.7entsprehend der NFAT-Mengen: 2+3 - 3 - 1=23 - 08entsprehend der NFAT-Mengen: 2 - 3 - 1=2 3 - 041



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.3und damit zur Eskalation des Ph�anotyps. Es kann also davon ausgegangen werden, dassdas Gleihgewihtsniveau niht auf einer H�ohe liegen kann, die die Wirkung beider For-men gleihzeitig n�otig maht. Vielmehr besteht eine Siherheitsreserve mit der M�oglih-keit der gegenseitigen Vertretung. Allerdings muss unter Ber�uksihtigung der vorherigenAusf�uhrungen davon ausgegangen werden, dass prinzipiell beide Formen gleihzeitig ak-tiv sind und evtl. nur das �Uberwiegen des Gegenspielers (unabh�angig davon um wieviel{ also rein qualitativ, niht quantitativ) den Normalzustand ausmaht.4.3.2 Das Geeht der SignalwegeBei Shuh et al. in [44℄ wurde bei NFAT2-de�zienten T-Zellen eine unbeeintr�ahtig-te Apoptose nah Stimulation mit �Fas festgestellt, was sih mit den Ergebnissen die-ser Arbeit dekt. Allerdings wurde ohne Demonstration der Daten konstatiert, dass beiNFAT-de�zienten Lymphozyten die Expression des FasL mit der von Wildtyp-Zellenvergleihbar sei (wohl bei naiven Zellen ohne Apoptoseinduktion, Angaben dazu feh-len). Bei Hodge et al. wurden in [12℄ ebenfalls NFAT2-de�ziente M�ause untersuht.Nah in-vivo-Simulation mit �CD3 zeigte sih bei der `Northern-Blot'-Analyse der RNA(aus Milzzellen) eine deutlihe FasL-Reduktion im Vergleih zu Wildtyp-Zellen.9 Un-ter Ber�uksihtigung der unbestrittenen Reduktion des AICD bei NFAT2-de�zientenT-Zellen und des vermuteten Signalweges �uber den FasL-Promotor [25, 53℄ muss davonausgegangen werden, dass auh bei den `Knok-out'-Zellen in [44℄ nah Apoptoseinduktionein Untershied bzgl. der FasL-Expression im Vergleih zu den Wildtyp-Zellen vorhandenist.Van Parijs et al. konnten in [57℄ zeigen, dass zur CD3-vermittelten Hohregulationvon FasL das Vorhandensein des Faktors Stat5 notwendig ist, um den vollen Umfangdes AICD zu erhalten.Rengarajan et al. beshreiben in [39℄ die NFAT2/3-Abh�angigkeit der Transkrip-tionsfaktoren Egr2 und Egr3,10 die ihrerseits als potente Aktivatoren der FasL-Expressionbekannt sind [28, 29℄. Zum einen wird dort durh Untersuhungen an NFAT2�=�-,NFAT3�=�-Einfah- und NFAT2�=�3�=�-Doppelt-k.o.-M�ausen festgestellt, dass nurNFAT2 oder NFAT3 zur Expression der Egr-Faktoren 2 und 3 notwendig ist. In Trans-9Ohne CD3-Stimulation zeigte sih keine nahweisbare Menge von FasL. Die gefundene Menge an Faswar praktish unabh�angig vom Zelltyp und von der CD3-Stimulation.10`Egr' steht f�ur \early growth response". 42



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.4fektionsexperimenten mit NFAT2�=�3�=�-k.o.-Zellen konnte mittels des Luiferase-Reportergens und entsprehenden Kotransfektionen weiter gezeigt werden, dass der FasL-Promotor sowohl durh NFAT2 allein, als auh durh Egr3 allein transaktiviert werdenkann.Sytwu et al. konnten in [54℄ bei Fas-de�zienten (lpr+=+) Tieren nah in-vivo-Stimulation des transgenen T-Zell-Rezeptors keinen Untershied bez�uglih des AICD beireifen CD4+-T-Zellen gegen�uber Fas-tragenden Vergleihszellen erkennen. Daraus folgerndie Autoren die Existenz eines Fas-unabh�angigen Signalweges zur Ausl�osung desAICD. Russell et al. hingegen beshreiben f�ur denselben Fas-de�zienten Zelltyp in[41℄ gerade doh einen Defekt im AICD, wobei hier explizit eine Induktion mit �CD3vorgenommen wurde. Eine Kl�arung dieser Frage k�onnte evtl. durh den Einsatz vonblokierenden Antik�orpern gegen FasL oder Fas gelingen.So oder so ist erkennbar, dass es sih bei der Ausl�osung des AICD weniger um eineneinzelnen Signalweg im Sinne einer kettenf�ormigen Abfolge, als vielmehr um ein Geehtaus vielen vershiedenen Signalkaskaden (siehe Abbildung 4.2) handelt, das sih { beiunserem derzeitig noh unvollst�andigen Wissen dar�uber { gleihsam als Irrgarten (sie-he z.B. die widerspr�uhlihen Ergebnisse im letzten Absatz) darstellt, f�ur den wir denber�uhmten \Roten Faden" noh �nden m�ussen.
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Abbildung 4.2: �Uberblik �uber einen kleinen, im Text beshriebenen Ausshnitt aus dem Ge-eht der Signalwege zur Regulation des AICD in T-Helfer-Zellen. Der wahrsheinlihe Hauptwegdes AICD ist dabei `fett' markiert. 43



KAPITEL 4. DISKUSSION ABSCHNITT 4.44.4 AusblikEs liegt also noh viel Forshungsarbeit vor uns, viele Wege in dem im letzten Abshnittbeshriebenen `Irrgarten' gilt es noh zu erkunden, und je weiter wir vordringen, destomehr Verzweigungen entdeken wir.So f�uhrt z.B. die Charakterisierung untershiedliher NFAT-Isoformen unweigerlihzur Frage, wie diese sih denn jeweils bez�uglih des AICD verhalten. Dass dabei keineeinheitlihe Antwort zu erwarten ist, zeigen bereits erste Ergebnisse in [5℄.Es wurde ebenfalls erw�ahnt, dass eine Ausweitung des G�ultigkeitsbereihes gemah-ter Aussagen niht unkritish vorgenommen werden darf. Thymozyten und reife T-Zellenverhalten sih, wie erw�ahnt, niht zwangsl�au�g gleih. Es k�onnte sih als spannend undlohnend herausstellen, den Grund f�ur die untershiedlihe Reaktionsweise herauszuarbei-ten.Wie wir aus Betrahtungen in der Physik (Quantenmehanik) wissen, wird jedes Sys-tem durh eine Messung an ihm unweigerlih ver�andert. Messen ist niht nur beobahten,messen hei�t eingreifen. Allein shon aus diesem Grund ist es dringend erforderlih, allegemahten Aussagen auh aus anderen Blikwinkeln zu �uberpr�ufen und sih neue Mess-anordnungen zu �uberlegen. Der NFAT-Einuss auf eine Zelle kann durh Gen-knok-outver�andert werden, oder durh �Uberexpression mittels Retroviren, oder durh Transfektionvon Plasmiden, oder durh blokierende Antik�orper auf untershiedlihen Ebenen, oderdurh direkte Zugabe von au�en, oder... . Jede Methode liefert einen neuen Blikwinkelund hilft uns so, die Landkarte unseres Wissens zu vervollst�andigen.
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Kapitel 5
Zusammenfassung
Der `Ativation Indued Cell Death' (AICD) stellt eine Sonderform der Apoptose dar,deren reibungsloses Funktionieren niht nur f�ur den gezielten Untergang einer einzelnenZelle verantwortlih ist, sondern auh dadurh f�ur das �Uberleben des Gesamtorganismusunabdingbar wird.1In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der NFAT-Transkriptionsfaktoren, ge-nauer die der Formen NFAT2 und NFAT3, beim AICD von peripheren T-Lymphozy-ten untersuht. Dazu wurde besonders die Ausl�osbarkeit der Apoptose mittels �CD3-Antik�orpern bei Wildtyp- bzw. `Knok-out'-M�ausen mit folgender NFAT-Ausstattungverglihen: NFAT2+=+3+=+, NFAT2�=�3+=+, NFAT2�=�3�=+, NFAT2�=�3�=�.In zwei unabh�angigen Experimenten wurden aus den Lymphknoten dieser TiereCD4+-T-Helfer-Zellen isoliert und mit �CD28, �CD3 und IL-2 kompetent f�ur drei Ta-ge stimuliert. Nah vier weiteren Tagen der Expansion nur unter Anwesenheit von IL-2wurde shlie�lih mittels �CD3 bzw. �Fas die Apoptose induziert und zu vershiedenenZeitpunkten mittels FACS-Analyse nah F�arbung mit Annexin-V gemessen.Dabei zeigte sih, dass die CD3-vermittelte Apoptose { im Gegensatz zur Fas-ver-mittelten { mit dem Gesamtgehalt der Zelle an NFAT2 und NFAT3 korreliert unddiesbez�uglih eine direkte Proportionalit�at angenommen werden kann.Neben spezi�shen Aspekten der durhgef�uhrten Experimente wurden auh prinzi-pielle �Uberlegungen zur Methodik diskutiert und das Ergebnis in das aus der Literaturbekannte Gesamtbild des AICD eingeordnet.1Im Wehselspiel zwishen Zelle und zugeh�origem Gesamtorganismus bewahrheitet sih so der Bibel-vers: \Wer an seinem Leben h�angt verliert es; wer aber sein Leben in dieser Welt geringahtet, wird esbewahren ..." [2℄ 45





Anhang A
Erg�anzungen
A.1 Details der (In-)Aktivierung von T-Helfer-ZellenDas Shl�usselereignis der Aktivierung einer reifen T-Helfer-Zelle [13, 15℄, die de�ni-tionsgem�a� CD4-positiv ist, stellt die Bindung einer Antigensequenz1 dar, die der T-Helfer-Zelle �uber ein MHC-II-Molek�ul pr�asentiert werden muss. Das linearisierte Anti-genbruhst�uk stammt dabei aus dem Phagozytoseinhalt einer professionellen Antigen-pr�asentierenden Zelle (APC), also einer dendritishen Zelle, eines Makrophagen odereiner B-Zelle (alle anderen Zellen enthalten in der Regel nur MHC-I-Molek�ule). Da derT-Zell-Rezeptor (TCR) keinen ausreihenden zytoplasmatishen Anteil besitzt, ist dieserstets mit einem CD3-Komplex vergesellshaftet, der die Signalweiterleitung ins Inne-re der Zelle �ubernimmt. Letzterer wird dabei durh extrazellul�are Wehselwirkung mitdem T-Zell-Rezeptor aktiviert. Unterst�utzt wird diese Antigenerkennung durh zus�atzli-he, unspezi�she Bindung des MHC-II-Molek�uls �uber den CD4-Komplex, der das TCR-Signal im Sinne eines Ko-Rezeptors um das 100-fahe verst�arkt. Dann reihen a. 100spezi�she Peptid-MHC-Komplexe einer APC aus (a. 0,1 % der MHC-II-Molek�ule einersolhen Zelle), um eine T-Zelle zu aktivieren [13℄.2 Zus�atzlih zu der gerade beshriebe-nen spezi�shen Wehselwirkung (TCR + Korezeptor CD4) ist f�ur die kompetente, zuProliferation und Di�erentiation f�uhrende Aktivierung der reifen, naiven T-Helfer-Zelleein zweites, kostimulatorishes Signal notwendig. Dazu muss dieselbe APC eine weitere1Entsheidend ist die Aminos�aurensequenz (L�ange meist 10-12 Aminos�auren [15℄), die Faltung desPeptids ist dabei aufgehoben.2F�ur die Aktivierung sheint auh das Vorhandensein der Thyrosinphosphatase CD45 auf der Ober-�ahe der T-Helfer-Zelle n�otig zu sein [30℄. 47



ANHANG A. ERG�ANZUNGEN ABSCHNITT A.1Ligand-Rezeptor-Wehselwirkung mit der T-Zelle eingehen. Am besten harakterisiertist dabei die Interaktion zwishen sog. B7-Molek�ulen3 der APC mit CD28 der T-Helfer-Zelle. Das Fehlen einer solhen Kostimulation f�uhrt zur Anergie oder gar Apoptose derT-Zelle.Die Weiterleitung des Aktivierungssignals ins Innere der Zelle geshieht �uber die Thy-rosinkinasen Lk 4 und Fyn 5 durh Rekrutierung und Aktivierung von ZAP70 6. An dieserStelle spaltet sih der Signalweg in mindestens drei Linien auf:Zum einen f�uhrt die Aktivierung des GTP-bindenden Ras-Proteins �uber eine Mehr-shritt-Kaskade mit Expression, Aktivierung und shlie�lih Zusammenlagerung der Pro-teine Fos und Jun zur Bildung des Transkriptionsfaktors AP-1.Zum anderen f�uhrt die Aktivierung der Phospholipase C- durh ZAP70 mittels Spal-tung des in der Zellmembran enthaltenen Phosphatidylinositolbisphosphats (PIP2) inInositoltrisphosphat (IP3) und Diaylglyerin (DAG) zu den weiteren zwei erw�ahntenSignalwegen.IP3 bewirkt �uber ligandengesteuerte Ca2+-Kan�ale einen Anstieg der Ca2+-Konzen-tration im Zytosol und aktiviert, zusammen mit Calmodulin, so die zytosolishe Protein-phosphatase Calineurin. Dadurh kommt es zur Dephosphorylierung von NFAT-Pro-teinen, was deren Translokation in den Zellkern erm�ogliht, wo sie ihre Wirkung alsTranskriptionsfaktoren entfalten k�onnen.Der dritte Signalweg shlie�lih, der durh DAG in Gang gesetzt werden kann, f�uhrt�uber die Aktivierung der Proteinkinase C und der Bildung des IKK-Komplexes (I�B-Kinase-Komplex) zur Induktion des Transkriptionsfaktors NF-�B.Die Zusammenwirkung dieser Transkriptionsfaktoren, d.h. von AP-1, NFAT und NF-�B, f�uhrt zur Expression eines spezi�shen Genmusters und damit zur Aktivierung derT-Zelle. Entsheidend dabei ist die Bildung von Interleukinen, insbesondere von IL-2,IL-4 und IL-12, die autokrin und parakrin zur Proliferation und Di�erentiation f�uhren.Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass durh NFAT-Aktivierung auh die Ex-pression des Fas-Liganden (FasL) induziert wird [25℄. Bevor auf die Konsequenz dieser3Es handelt sih um zwei strukturverwandte Glykoproteine B7.1 und B7.2, deren funktionelle Unter-shiede noh niht gekl�art sind [13℄.4Lk ist mit dem CD4-Molek�ul assoziiert [13℄.5Fyn stammt aus dem Zytoplasma und lagert sih an Untereinheiten von CD3 an [13℄.6Das `Zeta(�)-assoziierte Protein 70' (ZAP70) stammt aus dem Zytosol. Nah Phosphorylierung derUntereinheiten von CD3 (u.a. CD3�) durh Lk und Fyn erfolgt die Bindung von ZAP70 an CD3 mitanshlie�ender Aktivierung ebenfalls durh Lk und Fyn [13℄.48



ANHANG A. ERG�ANZUNGEN ABSCHNITT A.1Tatsahe f�ur das �Uberleben bzw. den Untergang aktivierter T-Zellen eingegangen werdenkann, sollte zun�ahst die Rolle der Kostimulation (B7 { CD28) er�ortert werden.Die wihtigste Wirkung des kostimulierenden Signals stellt die Verst�arkung der IL-2-Synthese der T-Zelle dar. Entsheidend dabei ist, dass die Bindung von B7 an CD28 zurStabilisierung der IL-2-mRNA f�uhrt. Neben dieser Steigerung der Translation (a. x 20-30) der mRNA kommt es durh zus�atzlihe Aktivierung von AP-1 und NF-�B auh zurverst�arkten Transkription (a. x 3) des IL-2-Gens und damit insgesamt zu einer 100fahenSteigerung der IL-2-Produktion [13℄. Das kostimulatorishe Signal beeinusst zwar nihtdie durh die T-Zell-Aktivierung initiierte FasL-Expression [30℄, f�uhrt aber durh Bildungdes apoptosehemmenden Faktors Bl-xL 7 [31℄ zu einem (evtl. nur transienten [56℄) Shutzvor dem AICD.�Uber die Mehanismen der Inaktivierung8 von T-Zellen besitzen wir bisher nurbruhst�ukhaftes oder spekulatives Wissen. Bekannt ist, dass T-Helfer-Zellen nah ihrerAktivierung in Alternative zu CD28 einen weiteren Rezeptor, n�amlih CTLA-4 expri-mieren, der eine 20fah h�ohere AÆnit�at f�ur B7 besitzt als CD28. Eine Bindung �uberCTLA-4 sendet der aktivierten T-Zelle ein negatives Signal und f�uhrt u.a. zur Limi-tierung der IL-2-Produktion [13℄. Damit spielt CTLA-4 eine wesentlihe Rolle bei derBegrenzung der Immunantwort. Aber auh �uber die IL-2-Produktion selbst sheint einnegativer Feedbak-Mehanismus zu existieren. IL-2, das als Wahstumssignal wirkt, hateine weitere entsheidende Wirkung auf T-Helfer-Zellen: Es sensibilisiert die T-Zelle f�urdie Fas-vermittelte Apoptose. Es gibt Hinweise darauf [55, 57℄, dass dabei die Dosierungvon IL-2 eine Rolle bei der Wirkung in Rihtung Aktivierung (niedrige Dosierung f�uhrtevtl. zur Bl-2-Aktivierung [57℄) oder Apoptose (hohe Dosierung f�uhrt evtl. �uber Stat5-Transkriptionsfaktoren zur gesteigerten Expression von FasL [57℄) spielt. Andere Auto-ren [26℄ gehen von einer Signi�kanz der zeitlihen Reihenfolge von IL-2-Exposition undTCR-Aktivierung aus. Demnah f�uhre IL-2-Exposition nah TCR-Bindung (z.B. durhdie endogene, mittels TCR-Signal ausgel�oste IL-2-Produktion) zur Proliferation, wohin-gegen die IL-2-Exposition vor TCR-Bindung (z.B. durh repetitive T-Zell-Stimulierung)Apoptose ausl�ose. So oder so ist davon auszugehen, dass eine repetitive oder langdau-ernde TCR-Stimulation letztlih auh �uber IL-2-Wirkung zum AICD f�uhrt, und dass7Bl-xL geh�ort zur Bl-2-Familie, welhe Apoptose inhibiert [11℄.8z.B. im Rahmen der Beendigung der Immunreaktion, der peripheren T-Zell-Toleranz oder evtl. auhder negativen Selektion (noh unreife T-Zellen). 49



ANHANG A. ERG�ANZUNGEN ABSCHNITT A.2dabei der Mehanismus der Apoptoseinduktion �uber den Fas-Rezeptor nah Bindung desFas-Liganden ausgenutzt wird. Dass hierbei neben dem Rezeptor Fas auh der ausl�osen-de Fas-Ligand von der Zielzelle selbst exprimiert wird, unterstreiht die Sonderrolle desAICD als Form der Apoptose. Der weitere Ablauf der Apoptose wurde bereits in derEinleitung (siehe Abshnitt 1.1 und Abb. 1.2) ausf�uhrlih geshildert.A.2 Vergleihbarkeit trotz untershiedliher SpontanratenBei den beiden in dieser Arbeit durhgef�uhrten Experimenten A und B ergaben sih{ wie bereits mehrfah erw�ahnt { untershiedlihe spontane Apoptoseraten (d.h. ohnespezi�she Induktion), was einen direkten Vergleih der Messergebnisse zun�ahst nihtzul�asst. In diesem Abshnitt sollen nun �Uberlegungen dargelegt werden, wie die Apop-toseraten nah Induktion ermittelt werden k�onnen, die um die jeweils untershiedlihespontane Apoptoserate `bereinigt' sind. Diese korrigiertenWerte k�onnen dann quantitativzwishen den Experimenten A und B (siehe 3.2.1) verglihen werden.Entstehung der spontanen Apoptoserate: Ungen�ugende Wahstumsbedingungen(z.B. ein relativer Mangel an Wahstumsfaktoren) f�uhren unter anderem, wie in Abshnitt1.1.1 dargelegt, zur Apoptose und m�unden `unterhalb' des NFAT-abh�angigen Abshnittsin die Signal-Kaskade9 ein, die shlie�lih zum Zelluntergang f�uhrt.Unabh�angigkeit zwishen spontaner und induzierter Apoptoserate: Bei Zugabeder Antik�orper (�CD3 bzw. �Fas) zur Induktion der Apoptose ist anzunehmen, dass dieseihre Zielstruktur (CD3-Komplex bzw. Fas-Rezeptor) unabh�angig davon binden, ob diezugeh�orige Zelle ruht, oder ob sie sih gerade in spontaner Apoptose be�ndet. Auh solltedie apoptotishe Signalkaskade an ihrem Anfang angesto�en werden k�onnen, unabh�angigdavon, ob sie bereits weiter `unterhalb' (spontan) im Gange ist. Die Hypothese ist daher,dass sih die Zellen in folgende vier Populationen aufspalten (siehe Abb. A.1):� apoptotishe Zellen,{ die sih in spontaner Apoptose be�nden und zus�atzlih induziert wurden (`A'){ die sih in spontaner Apoptose be�nden aber niht induziert wurden (`B'){ bei denen Apoptose aus Ruhe heraus induziert wurde (`C')� vitale Zellen (`D')9Pro-apoptotishe Mitglieder der Bl-2-Familie werden u.a. an der Mitohondrienmembran lokalisiert,setzen Cytohrom  frei und sto�en so die proteolytishe Kaskade an [6℄.50



ANHANG A. ERG�ANZUNGEN ABSCHNITT A.2Warum die �uberlebenden Zellen (`D') refrakt�ar bez�uglih einer Apoptoseinduktion sind,sei in diesem Zusammenhang dahingestellt.10 Wihtig ist zun�ahst nur, dass die nahInduktion gemessene Anzahl an apoptotishen Zellen (grauer Fl�ahenanteil in Abb. A.1)sih aus den zwei Untergruppen `spontane' (//// in Abb. A.1) und `induzierte' (nnnnin Abb. A.1) Apoptose zusammensetzt, wobei diese jedoh teilweise �uberlappen (doppeltshraÆerte Fl�ahe A in Abb. A.1).
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Abbildung A.1: Mengendiagramm (Fl�ahe entspriht Zellzahl) zur Erl�auterung des Zusam-menhanges zwishen gemessener Apoptose und den beiden Formen `spontaner' und `induzierter'Apoptose unter der Annahme der Unabh�angigkeit dieser Apoptoseformen. Die Gesamtzahl derZellen zerf�allt in folgende Untergruppen: spontan apoptotishe Zellen, die zus�atzlih induziertwurden (A); spontan apoptotishe Zellen, die refrakt�ar gegen�uber der Induktion sind (B); initialstabile Zellen, die dann induziert wurden (C); stabile Zellen, die refrakt�ar gegen�uber der Induk-tion sind (D). Die beiden shraÆerten Fl�ahen (spontane bzw. induzierte Apoptose) �uberlappendabei um den Bereih A (doppelt shraÆert). Der graue Fl�ahenanteil (A+B+C) entspriht dabeider gemessenen Anzahl apoptotisher Zellen.Berehnung der bereinigten Apoptoserate: An Hand des Gesagten und der Abbil-dung A.1 lassen sih folgende �Uberlegungen anstellen:gemessen wird: ohne Induktion ! A+B =: Apoptoserate spontanmit Induktion ! A+B+C =: Apoptoserate induziertwissenswert ist: ohne Induktion ! A+B =: Apoptoserate spontanmit Induktion ! A+ C =: Apoptoserate bereinigt10Ber�uksihtigt man in einem komplexeren Modell Bindungs- und Ausl�osewahrsheinlihkeit der in-duzierenden Antik�orper getrennt, so stellt das hier dargelegte Modell den Sonderfall mit vollst�andigerBindung dar. 51



ANHANG A. ERG�ANZUNGEN ABSCHNITT A.3Einfahe geometrishe �Uberlegungen mit Blik auf Abb. A.1 f�uhren zu folgendem Ansatz:A : B = C : D = (A + C) : (B + D) undA + B+C+D = 100%Mit Hilfe einfaher mathematisher �Uberlegungen l�asst sih daraus die `bereinigte Apop-toserate' (in %) aus den gemessenen Gr�o�en Apoptoserate spontan (in %, ohne Induktion)und Apoptoserate induziert (in %, nah Induktion) �uber folgende Formel berehnen:Apoptoserate bereinigt = Apoptoserate induziert �Apoptoserate spontan100�Apoptoserate spontan � 100 [%℄Dabei ist die Vorstellung { wie oben dargelegt { die, dass die `bereinigte' Apoptoseratedie `wahre' Apoptoserate nah Induktion darstellt (nnnn shraÆerte Fl�ahe statt der`gemessenen' grauen Fl�ahe in Abb. A.1), die alleinig auf die Induktion zur�ukzuf�uhrenist und niht mehr durh die spontane Apoptoserate verf�alsht wird.A.3 Absh�atzung des relativen NFAT-Gehaltes der ZellenWie bereits in Abshnitt 3.3.2 dargelegt, ist eine quantitative Bestimmung der Menge anuntershiedlihen NFAT-Faktoren (hier NFAT2 und NFAT3) { wenn auh nur relativzueinander { niht nur praktish, sondern bereits prinzipiell shwierig [49℄. Zum einenist der (relative) Gehalt neben der Zellart in erster Linie vom Aktivierungszustand derZelle abh�angig, zum anderen sind die zur Erkennung und damit Bestimmung notwendigenAntik�orper (auf Proteinebene) bzw. Primer (auf mRNA-Ebene) naturgem�a� von einandervershieden und daher zwangsl�au�g von untershiedliher AÆnit�at zu ihrer jeweiligenZielstruktur. Der Versuh, den relativen NFAT-Gehalt (NFAT2 : NFAT3) trotz dieserEinshr�ankungen abzush�atzen, darf daher niht �uberbewertet werden und ist nur alsgrober Anhaltspunkt zu verstehen.Aus der Ver�o�entlihung von Ranger et al. [37, Abb. 1℄ kann der Abdruk ei-nes Northern-Blots entnommen werden, in dem unter anderem der Gehalt von NFAT1,NFAT2 und NFAT3 aus ruhenden, wildtypishen T-Helfer-Zellen auf RNA-Ebene dar-gestellt ist.F�ur diese Arbeit wurde nun eine photometrishe Analyse dieser Abbildung vorgenom-men, um den relativen Gehalt NFAT2 :NFAT3 zu bestimmen. Zuerst wurde dazu der52



ANHANG A. ERG�ANZUNGEN ABSCHNITT A.3ver�o�entlihte Shwarz-Wei�-Abdruk des angegebenen Blots mittels Sanner11 digita-lisiert und in den Computer eingelesen. Zur Quanti�zierung der dargestelltenGrauwer-te { die ja die jeweilige NFAT-Menge repr�asentieren { wurden aus den ver�o�entlihtenBanden jeweils identish gro�e Ausshnitte ausgew�ahlt und zun�ahst mit dem Programm\WinDIG 2.5"12 ausgewertet. Dabei wurden durh dieses Programm die Grauwerte dereinzelnen Bildpunkte spaltenweise aufsummiert. Diese Daten wurden dann in eineTabellenkalkulation �ubertragen, dort aufaddiert und shlie�lih der Mittelwert �uberdie gesamte, ausgew�ahlte Fl�ahe gebildet.Um nun diesem Mittelwert einen prozentualen Grauwert zwishen 100 % (shwarz)und 0 % (wei�) zuzuordnen, wurde eine Eihtabelle mit 11 vershiedenen, de�niertenGrauwerten ausgedrukt und dem selben, oben f�ur den Blot dargestellten Verfahren un-terworfen. So konnte f�ur NFAT2 und NFAT3 jeweils f�ur T-Helfer-Zellen vom Typ 1und vom Typ 2 Mengenangaben relativ zueinander gewonnen werden, wobei wiederumein Mittelwert �uber die T-Helfer-Zell-Subtypen 1 und 2 gebildet wurde. Zus�atzlih ergabsih aus dem Eihvorgang eine Sh�atzung f�ur die Genauigkeit des Verfahrens (jeweils �6 %-Punkte). Damit konnten folgende Werte gefunden werden:NFAT 2 3relativer Gehalt 90 % � 4 % 69 % � 4 %Die angegebenen Standardfehler ergeben sih dabei aus der gesh�atzten Genauigkeit desVerfahrens (s.o.) und der Anwendung des Fehlerfortpanzungsgesetzes [35℄.Mit diesem Verh�altnis von NFAT 2 : 3 = 90 : 69 l�asst sih der relative NFAT-Gehaltder T-Zellen n�aherungsweise wie folgt angeben:Zelltyp: NFAT 2+=+3+=+ 2�=�3+=+ 2�=�3�=+ 2�=�3�=�NFAT-Gehalt (2+3) (90+69) % 69 % 1=2 � 69 % 0 %NFAT-Gehalt normiert 100 % 43 % � 5 % 22 % � 4 % 0 %Dabei wurde in der letzten Zeile dieser Tabelle eine Normierung f�ur den Gesamtgehalt derT-Zelle an NFAT2 + NFAT3 zu 100 % vorgenommen. Die angegebenen Standardfehlerber�uksihtigen mittels Fehlerrehnung sowohl die Umformungen, um den NFAT-Gehaltdes jeweiligen Zelltyps anzugeben, als auh die durhgef�uhrte Normierung. Die Wertedieser Tabellenzeile wurden in Abshnitt 3.3.2 angegeben und verwendet.11Epson Perfetion 1240U mit 300 dpi12`Freeware' aus dem Internet 53



ANHANG A. ERG�ANZUNGEN ABSCHNITT A.4A.4 Messwerttabelle und Fehlerrehnung

Abbildung A.2: Messwerttabelle f�ur die Experimente A und B. Zur Legende siehe Abbildung.In Abbildung A.2 sind die Messwerte aus beiden Experimenten A und B angegeben,zus�atzlih auh die um die spontane Apoptoserate bereinigten Werte (in rot, siehe Ab-shnitt A.2), sowie die Ergebnisse der Normierung dieser Werte (in gr�un) auf den Gesamt-54



ANHANG A. ERG�ANZUNGEN ABSCHNITT A.4gehalt an NFAT2 + NFAT3. Am rehten Rand (in gr�un) sind noh die Mittelwerte �uberdie vershiedenen Messzeiten aufgetragen, wie sie in Abb. 3.6 verwendet wurden (inkl.der zugeh�origen Standardfehler).Genauigkeitsabsh�atzung einer Einzelmessung: Als Absh�atzung der Standard-abweihung [40℄ (Shwankungsbreite einer Einzelmessung) k�onnen die Ergebnisse derWildtyp-Experimente herangezogen werden.Es kann eine Absh�atzung einer intra-individuellen Shwankung angegeben werden(zwishen spontanen Werten und nah Stimulation mit dem inerten �Ham-Antik�orper),dabei ergibt sih ein Standardfehler von � = � 5% (als nahtr�agliher Mittelwert �uberdie beide Wildtyptiere in Experiment A).Eine Absh�atzung der inter -individuelle Shwankungsbreite ergibt sih aus dem Ver-gleih der Messwerte der beidenWildtyptiere untereinander zu � = � 4% (als nahtr�agli-her Mittelwert �uber die beide Stimulationsarten `spontan' und `�Ham').Es bietet sih an, das Maximum dieser beiden Werte f�ur die Absh�atzung des Stan-dardfehlers einer Einzelmessung zu nehmen. Daher ergibt sih der folgende Wert:�Einzelmessung = � 5%Fehlerrehnung f�ur die `Bereinigung' der spontanen Apoptoserate: Zur Ver-einfahung der Shreibweise wird die Formel von Seite 52 mit folgenden Abk�urzun-gen geshrieben: xs = Apoptoserate spontan; xi = Apoptoserate induziert; f(xs; xi) =Apoptoserate bereinigt . Es ergibt sih also:f(xs; xi) = 100 � xi � xs100 � xs ^ �xs = �xi =: �x = 5%Mit Hilfe des Fehlerfortpanzungsgesetzes [35℄ ergibt sih �uber die partiellen Ableitungenvon f die folgende Formel f�ur die Varianz �2b = �2bereinigt der bereinigten Werte:�2b = ��f(xs; xi)�xs �2 � �2xs +��f(xs; xi)�xi �2 � �2xi= �2x � � 100100� xs�2 � �1 + (100 � xi)2(100 � xs)2�Fehlerrehnung f�ur die Normierung der `bereinigten' Werte: Die `bereinigten'Apoptoseraten der Wildtyptiere (xwt) sollen hierbei als Referenzwert (100%) dienen.Die entsprehenden Werte der vershiedenen Knok-out-Tiere (xko) sollen dabei nah55



ANHANG A. ERG�ANZUNGEN ABSCHNITT A.4folgender Formel umgerehnet werden:Apoptoserate normiert = g(xko; xwt) = 100 � xkoxwt ^ �2xwt = �2b (wt) ^ �2xko = �2b (ko)F�ur die Varianz dieser normierten Werte ergibt sih wieder �uber das Fehlerfortpan-zungsgesetz folgender Ausdruk:�2normiert = ��g(xko; xwt)�xko �2 � �2xko +��g(xko; xwt)�xwt �2 � �2xwt= �100xwt�2 � �2xko + �2xwt �xkoxwt�2!Fehlerrehnung f�ur Mittelung �uber die Messzeitpunkte: Shlie�lih bleibt nohdie Mittelwertbildung (MW) aus den normierten Werten �uber die vershiedenen Mess-zeitpunkte zu ber�uksihtigen, die zum Vergleih mit dem NFAT-Gehalt der T-Zellenvorgenommen wurde. Die Anzahl der dazu herangezogenen Messwerte (xj) soll dabeimit n bezeihnet werden (n = 4 oder 3 oder 2; der Lau�ndex j geht also von 1 bis n).ApoptoserateMW = h(xj) = 1n � nXj=1 xj ^ �2xj = �2normiert(zum `Zeitpunkt' j)Die Varianz dieser Mittelwerte berehnet sih nah dem Fehlerfortpanzungsgesetz zu:�2MW = nXj=1��h(xj)�xj �2 � �2xj= � 1n�2 � nXj=1 �2xjBerehnung des Standardfehlers aus der Varianz: Aus der angegebenen Varianz �2l�asst sih die Standardabweihung � (`Genauigkeit' der Einzelmessung) durh Bildung derQuadratwurzel ermitteln. Der Standardfehler �� (`Genauigkeit' des Mittelwertes) ergibtsih hier aus der Standardabweihung mittels Division durh pn:��MW = 1pn � �MW = 1pn � 1nvuut nXj=1 �2xj
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Anhang B
Material und Methoden
B.1 MaterialB.1.1 Ger�atshaften� Autoklav . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Stiefenhofer� Brutshr�anke . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Nun, Heraeus� Eismashine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Genheimer� FACSan . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Beton Dikinson� Gefriershr�anke (-20 ÆC; -70 ÆC) . . . . . . . . . . . . . . .Privileg, Bosh, Liebherr, Heraeus� K�uhlzentrifugen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Heraeus� Lihtmikroskope . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Olympus, Leia� Mikroliter-Pipetten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Eppendorf, Brand� Mikrozentrifugen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Eppendorf� pH-Meter . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Ingold, Hartenstein� Pinzetten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hartenstein� Rotoren (JA-10, JA-14) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Bekman� Sh�uttelinkubator . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hartenstein, New Brunswik� Sterilbank . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Heraeus, Gelaire� Ultrazentrifuge . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Bekman� Vortexer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hartenstein� Waage Preisa 300 MC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Sartorius, Hartenstein� Wasser-Entsalzungsanlage (MilliQ-Plus) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Millipore� Z�ahlkammer (Neubauer improved) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Brand57



ANHANG B. MATERIAL UND METHODEN ABSCHNITT B.1B.1.2 Verbrauhsmaterialien� 1,5 ml Reaktionsgef�a�e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Sarstedt, Eppendorf� 2 ml Reaktionsgef�a�e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Eppendorf� 6-well Gewebekulturplatten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Greiner bio-one� 12-well Gewebekulturplatten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Greiner bio-one� 24-well Gewebekulturplatten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Greiner bio-one, Falon� 15 ml/50 ml Polypropylenr�ohrhen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Greiner bio-one, Nun� Einmalspritzen (1 ml, 10 ml, 20 ml) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hartenstein� FACS-R�ohrhen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hartenstein� Gewebekulturashen (50 ml, 250 ml, 500 ml) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Greiner bio-one� Gewebekulturshalen (60 mm, 90 mm) . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Falon, Greiner bio-one� Glaswaren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Shott� Pipettenspitzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Eppendorf� Serologishe Pipetten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Sarstedt� Skalpellklingen (steril) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Hartenstein� Steril�lter (0,2 �m/ 0,45 �m) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Shleiher & Shuell� Zellsiebe (70 �m) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Falon, Laborbedarf ShubertB.1.3 Reagenzien� Annexin-V-FLUOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Boehringer� �-Meraptoethanol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth� BSA Fraktion V (Rinderserumalbumin) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth� Ethanol (C2H5OH) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth� FCS (Fetales K�alberserum) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Gibo BRL� Hepes; N-(2-OH-Ethyl)Piperazin-N'-(3-Propansulfons�aure) Carl Roth, Gibo BRL� Interleukin-2, murin (rekombinant aus E.oli) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Calbiohem� Kaliumhlorid (KCl) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Sigma-Aldrih� Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Sigma-Aldrih� Kalziumhlorid (CaCl2) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Carl Roth� L-Glutamin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Gibo BRL58



ANHANG B. MATERIAL UND METHODEN ABSCHNITT B.1� Magnesiumhlorid (MgCl2) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth� MEM (Non-essential amino aids, 100 x) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Gibo BRL� Mouse CD4 Cell Reovery Column Kit CL111-5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Cedarlane� Natriumazid (NaN3) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Merk Eurolab� Natriumhlorid (NaCl) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Carl Roth� Natriumhydrogenphosphat (NaH2PO4 � 7 H2O) . . . . . . . . . . . . . . . . . .Merk Eurolab� Natrium-Pyruvat (C3O3H3Na, 100 mM) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Gibo BRL� Peniillin (10.000 IU/ml) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hoehst� RPMI 1640 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Gibo BRL� Salzs�aure (HCl) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Merk Eurolab� Streptomyinsulfat (10 mg/ml) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Hoehst� Tris (2-Amino-2-(Hydroxylmethyl)-1,3-Propandiol) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth� Trypanblau 0,1 % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Gibo BRL� Via-Probe (7-Amino-Atinomyin D = 7-AAD Viability Probe) . . . . . PharMingen� X-VIVO 15 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . BioWhittakerB.1.4 L�osungen, Pu�er und N�ahrmedienAlle Chemikalien wurden in bestm�oglihem Reinheitsgrad von den jeweils angegebenenHerstellern bezogen. Alle L�osungen wurden mit doppelt destilliertem bzw. deionisiertem(Millipore-Filter) Wasser bereitet und anshlie�end entweder autoklaviert oder steril�l-triert. Die Lagerung erfolgte in der Regel bei Raumtemperatur (RT).� Tris/HCl-Stamml�osung (1,5 M){ Tris . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 181,7 g/l{ HCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . pH-Wert mit 1 M L�osung auf 8,5 eingestellt� PBS (10 x){ NaCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80 g/l{ KCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 g/l{ CaCl2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 g/l{ MgCl2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 g/l{ NaH2PO4 � 7 H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26,8 g/l{ KH2PO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,4 g/l{ HCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . pH-Wert mit 1 M L�osung auf 7,4 eingestellt59



ANHANG B. MATERIAL UND METHODEN ABSCHNITT B.1� PBS (1 x){ PBS (10 x) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100 ml/l� PBS {Ca 2+ / {Mg 2+ (10 x){ NaCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80 g/l{ KCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 g/l{ NaH2PO4 � 7 H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26,8 g/l{ KH2PO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,4 g/l{ HCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . pH-Wert mit 1 M L�osung auf 7,4 eingestellt� PBS {Ca 2+ / {Mg 2+ (1 x){ PBS {Ca 2+ / {Mg 2+ (10 x) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100 ml/l� Antik�orper-Beshihtungspu�er f�ur Gewebekulturgef�a�e{ Tris/HCl (pH 8,5) 1,5 M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33,3 ml/l� Annexin-V-Bindepu�er (pH 7,4){ Hepes (pH 7,4) 1 M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 ml/l{ NaCl 5 M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28 ml/l{ KCl 1 M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 ml/l{ MgCl2 1 M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 ml/l{ CaCl2 1 M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2,5 ml/l� FACS-Washpu�er (pH 7,4){ PBS (1 x, pH 7,4) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 500 ml{ BSA Fraktion V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,5 g{ FCS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .25 ml{ NaN3 (10 %) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 ml� N�ahrmedium: `komplettes RPMI 1640'{ RPMI 1640 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 500 ml{ FCS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 %{ L-Glutamin (200 mM) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 ml{ Peniillin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30.000 IU{ Streptomyinsulfat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30 mg{ �-Meraptoethanol (50 mM) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 500 �l� N�ahrmedium: `komplettes X-VIVO 15'{ X-VIVO 15 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 500 ml{ FCS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 %{ L-Glutamin (200 mM) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 ml60



ANHANG B. MATERIAL UND METHODEN ABSCHNITT B.1{ Peniillin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30.000 IU{ Streptomyinsulfat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30 mg{ �-Meraptoethanol (50 mM) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 500 �l{ Natrium-Pyruvat (100 mM) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 ml{ Hepes (1 M) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5 ml{ MEM (Non-essential amino aids, 100 x) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 mlB.1.5 Antik�orperEs wurden uns gereinigte monoklonale Antik�orper gegen murines CD31 und CD28 vonFrau Prof. Dr. A. Shimpl (Institut f�ur Virologie und Immunbiologie der Universit�atW�urzburg) zur Verf�ugung gestellt, die von den gleihen Klonen stammten, wie die vonder Firma PharMingen vertriebenen. K�auih erworben wurden folgende Antik�orper:� gegen murines CD31(145-2C11) aus armenishem Hamster . . . . . . . . . . PharMingen� gegen murines CD28 (37.51) aus syrishem Hamster . . . . . . . . . . . . . . . . PharMingen� gegen murines Fas (CD95, Jo2) aus armenishem Hamster . . . . . . . . . . PharMingen� gegen Armenishes-Hamster-IgG aus Ziege . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . DianovaB.1.6 ZellenPrim�are CD4-positive T-Zellen wurden aus den Lymphknoten von wildtypishen BalbnM�ausen oder von Balbn M�ausen, die de�zient f�ur NFAT2 [12, 44℄ bzw. NFAT2 undNFAT3 (3�=+ bzw. 3�=�) [36℄ waren, gewonnen (zum praktishen Vorgehen sieheAbshnitt B.2.1).B.1.7 Hersteller und Vertreiber� Bekman . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Palo Alto, CA, USA� Beton Dikinson . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .San Jose, CA, USA� BioWhittaker In. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Verviers, Belgien� Boehringer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Mannheim, Deutshland� Bosh: Robert Bosh GmbH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Stuttgart, Deutshland� Brand GmbH + Co. KG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Wertheim a.M., Deutshland� Calbiohem-Novabiohem AG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Bad Soden, Deutshland1genauer: gegen die "-Untereinheit 61



ANHANG B. MATERIAL UND METHODEN ABSCHNITT B.1� Carl Roth GmbH + Co. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Karlsruhe, Deutshland� Cedarlane . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hornby, Ontario, Kanada� Dianova . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Hamburg, Deutshland� Eppendorf . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hamburg, Deutshland� Falon (BD Biosienes) . . Heidelberg, Deutshland; Boston, Massahusetts, USA� Gelaire Flow Laboratories . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Opera, Italien� Genheimer GmbH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hettstadt, Deutshland� GiboBRL Life Tehnologies . . . . . . . . . . . . . . . . .Karlsruhe/Eggenstein, Deutshland� Greiner bio-one . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Frikenhausen, Deutshland� Hartenstein . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . W�urzburg, Deutshland� Heraeus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hanau, Deutshland� Hoehst AG (Aventis) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Frankfurt a.M., Deutshland� Ingold (Merk Eurolab) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Darmstadt, Deutshland� Laborbedarf Shubert . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Wakersdorf, Deutshland� Leia Mirosystems AG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Wetzlar, Deutshland� Liebherr Hausger�ate GmbH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Ohsenhausen, Deutshland� Merk Eurolab (VWR International In.) . . . . . . . . . . . . . . . Darmstadt, Deutshland� Millipore GmbH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Eshborn, Deutshland� New Brunswik Sienti� . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .New Brunswik, NJ, USA� Nun . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Wiesbaden-Biebrih, Deutshland� Olympus Optial GmbH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hamburg, Deutshland� PharMingen (BD Biosienes) . . . . Heidelberg, Deutshland; San Diego, CA, USA� Privileg, Quelle AG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . F�urth, Deutshland� Sarstedt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . N�urnbreht, Deutshland� Sartorius . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .G�ottingen, Deutshland� Shleiher & Shuell GmbH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Dassel, Deutshland� Shott-Glas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Mainz, Deutshland� Sigma Aldrih . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Taufkirhen, Deutshland� Stiefenhofer C. GmbH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Peiting, Deutshland62



ANHANG B. MATERIAL UND METHODEN ABSCHNITT B.2B.2 MethodenB.2.1 Gewinnung und Aufreinigung der CD4+-T-LymphozytenLymphknotenentnahme: 6-8 Wohen alte M�ause (siehe Abshnitt B.1.6) wurdendurh Genikbruh get�otet, und Lymphknoten ervial, axill�ar, inguinal, paraaortal undmesenterial unter einer Sterilbank entnommen. Die Lymphknoten wurden kurzfristig mitEthanol (70 Volumen-%) benetzt, bevor sie in sterile Gewebekulturshalen mit RPMI1640 (4ÆC, auf Eis) �uberf�uhrt wurden.Zellgewinnung: Anshlie�end wurden die Lymphknoten unter Sp�ulung mit RPMI 1640durh ein Zellsieb (70 �m) gerieben, das Eluat wurde 7 min zentrifugiert (200 x g, 4ÆC),anshlie�end in 2 ml PBS mit 2 % FCS resuspendiert und die Zelldihte (a. 2 x 107/ml)mittels Z�ahlkammer (Trypanblau-F�arbung) bestimmt.Aufreinigung: Nah zugeh�origer Anleitung erfolgte im unmittelbaren Anshluss dieAufreinigung zur Gewinnung der CD4+-T-Zellen �uber S�aulenhromatographie (jeweilseigene S�aule pro Maus) mit Hilfe des \Mouse CD4 Cell Reovery Column Kit CL111-5"unter weiterhin sterilen Bedingungen, wobei als Pu�er PBS mit 2 % FCS (die Zugabevon FCS erh�oht die Ausbeute an CD4+-Zellen) verwendet wurde.Das Eluat der S�aulenhromatographie wurde im letzten Washshritt in ExperimentA mit `komplettem RPMI 1640' und in Experiment B mit `komplettem X-VIVO 15'Medium aufgenommen. Im Weiteren ist bei der unspezi�zierten Verwendung des Begrif-fes `Medium' je nah Experiment A oder B das entsprehende, eben genannte Substratgemeint.B.2.2 Stimulation und ExpansionVorbereitung: Zur Vorbereitung der T-Zell-Stimulation wurden Gewebekulturplattenmit �CD3-Antik�orpern beshihtet. Dazu wurden diese Platten nah folgendem She-ma mit jeweils 1 ml der entsprehenden Antik�orperl�osung (in 50 mM Tris/HCl, pH 8,5)pro Kavit�at beshikt: Zuerst Inkubation mit dem ersten Antik�orper (aus Ziege) gegenArmenishes-Hamster-IgG (= �Ham, 30 �g/ml), der an den Plattenboden bindet, f�ur24 h bei 4 ÆC unter leihtem Sh�utteln. Dann Entfernen des �Uberstandes, zweimaligesWashen mit RPMI-1640-Medium. Nun erneute Inkubation �uber 24 h bei 4 ÆC unterleihtem Sh�utteln nah Zugabe des zweiten Antik�orpers (aus armenishem Hamster)63



ANHANG B. MATERIAL UND METHODEN ABSCHNITT B.2gegen murines CD3 (5 �g/ml)2, der durh den ersten Antik�orper am Plattenboden �-xiert wird. Shlie�lih erneutes Entfernen des �Uberstandes und zweimaliges Washen mitRPMI 1640.Stimulation: Auf die so mit �CD3 beshihteten Gewebekulturplatten wurden dieCD4+-T-Zellen (a. 107 pro verwendeter Maus) �uberf�uhrt (500 �l mit a. 105-106 Zellenpro Kammer) und 3 Tage mit l�oslihem �CD28-Antik�orper (10 �g/ml in entsprehen-dem `Medium' je nah Experiment A oder B) unter Zusatz von rekombinantem IL-2 (100pg/ml) stimuliert (37ÆC, 5 % CO2-Atmosph�are und 95 % Luftfeuhtigkeit). Zwishenzeit-lih Erg�anzung von `Medium' mit IL-2 in der urspr�unglih zugegebenen Konzentration.Expansion: Nah 3 Tagen dann �Uberf�uhrung der Zellen aus je 2 Kammern in ein 50-ml-R�ohrhen, Nahsp�ulen mit je 1 ml `Medium' pro Kammer und Zugabe von 10 ml`Medium'. Dann Zentrifugieren (200 x g, 5 min, RT) und Resuspendieren des Zell-Pelletsin 2 ml `Medium'. Zugabe von IL-2 in der initialen Konzentration (100 pg/ml). NahAusbringen von je 500 �l pro Kavit�at Expansion der Zellen �uber 4 weitere Tage (37ÆC,5 % CO 2 -Atmosph�are und 95 % Luftfeuhtigkeit). Zwishenzeitlih t�aglih Erg�anzungvon `Medium' mit IL-2 in der urspr�unglihen Konzentration und einmaliges `Splitten' derZellen von jeweils einer auf je zwei Kammern.B.2.3 Induktion und Messung der ApoptoseVorbereitung: Zur Vorbereitung der Apoptose-Induktion wurden, wie im ersten Absatzdes letzten Abshnittes beshrieben, Gewebekulturplatten teils mit �CD3- und teils mit�Fas-Antik�orpern (jeweils gebunden �uber �Ham-Antik�orper) beshihtet (s. AbshnittB.2.2).Induktion: Aus je zehn Kammern wurden die Zellen `geerntet', in ein 50-ml-R�ohrhen�uberf�uhrt und mit RPMI 1640 bis auf 25 ml aufgef�ullt. Dann erfolgten die Bestimmungder Zelldihte (Z�ahlkammer), einmaliges Washen (200 x g, 5 min, RT) und Einstellen derZelldihte auf a. 106/ml durh Zugabe von RPMI 1640 (auf a. 45-50 ml). Anshlie�endwurden die Zellen auf den vorbereiteten Gewebekulturplatten ausgebraht (pro Kavit�at500 �l, a. 105 Zellen/ml), so dass f�ur jede Zellart (d.h. f�ur jede Maus mit untershiedli-hem `Knok-out'-Grad) und f�ur jeden Messzeitpunkt (6 h, 12 h ,24 h und 48 h) jeweilsdie untershiedlihen Induktionsarten der Apoptose (keine, nur �Ham, �Fas (bei Expe-2oder zur Apoptoseinduktion sp�ater (siehe ersten Absatz in B.2.3) analog statt �CD3- mit �Fas-Antik�orpern in derselben Konzentration 64



ANHANG B. MATERIAL UND METHODEN ABSCHNITT B.2riment A) und �CD3) vorgenommen wurden, also in Experiment A 4 x 4 x 4=64 und inExperiment B 3 x 4 x 3=36 Kammern bef�ullt wurden.F�arben: Zu den angegebenen Zeitpunkten (jeweils 6, 12, 24 bzw. 48 h nah Induktions-beginn) wurden dann aus der entsprehenden Kammer die zugeh�origen Zellen `geerntet'und erst mit kaltem PBS und dann mit Annexin-V-Bindepu�er gewashen (200 x g, 5 min,RT). Danah wurden die Zellr�ukst�ande mit je 2,5 �l Annexin-V (und bei Experiment Bzeitgleih mit derselben Menge an 7-AAD) f�ur 15 min inkubiert (RT, im Dunkeln), bevordann 250 �l Annexin-Bindepu�er zugegeben wurden.Messung: Die `gef�arbten' Zellen wurden in spezielle FACS-R�ohrhen �uberf�uhrt und amFACSan (Institut f�ur Virologie und Immunbiologie der Universit�at W�urzburg) gemessen.Dabei wurden ohne Verwendung eines `Gates' bei Ringstellung `6' pro R�ohrhen 20.000Zellen analysiert und die Parameter FSC-H, SSC-H, FL2-H (orange, 542-585 nm) undFL3-H (rot, >650 nm) aufgezeihnet.Die weitere Auswertung erfolgte mittels der Software `Cellquest' (Maintosh-Compu-ter), teilweise erg�anzt durh die `Freeware' WinMDI 2.5 (IBM-PC), und wurde in Kapitel3, speziell im Abshnitt 3.1 beshrieben.
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Anhang C
Abk�urzungsverzeihnis� " . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Zunahme� # . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Abnahme� � . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ungef�ahr (gleih) (viel)� +/+ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . homozygot bei Vorliegen beider Allele� -/+ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .heterozygot bei Vorliegen nur eines Allels� -/- . . . . . . . . . . . . .homozygot bei Fehlen beider Allele des so gekennzeihneten Gens� � . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . alpha; Anti-� �CD3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Antik�orper gegen CD3 ("-Untereinheit) der Maus� �Fas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Antik�orper gegen Fas der Maus� �Ham . . . . . . . . . . . . AK gegen armenishes-Hamster-IgG (adh�ariert an Kunststo�)� 7-AAD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7-Amino-Atinomyin D (f�arbt nekrotishe Zellen)� Abb. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Abbildung� AG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Antigen� AICD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Ativation Indued Cell Death� AK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Antik�orper� Annexin-V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . f�arbt apoptotishe Zellen� AP-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Ativator Protein 1� APC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . professionelle Antigen-pr�asentierende Zelle� APO-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .= Fas = CD95� BSA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Bovine Serum Albumine (Rinder-Serum-Albumin)� ÆC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Grad Celsius66



ANHANG C. ABK�URZUNGSVERZEICHNIS� a. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ira� Caspase . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Cystein-Aspartase� CD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Cluster of Di�erentiation� CD95 (Fas) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . CD95 (Rezeptor)� CD95L (FasL) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . CD95-Ligand (Fas-Ligand)� CsA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Cylosporin A� d . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Tag(e)� DAG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Diazylglyzerin� DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Desoxyribonulei Aid (Desoxyribonukleins�aure)� FACS . . . . . . . . . . . . . . . . . . Fluoresene Ativated Cell Sorter (Durhu�zytometer)� Fas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Fas-Rezeptor (= CD95)� FasL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Fas-Ligand (= CD95-Ligand)� FCS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Fetal Calf Serum (Fetales K�alberserum)� FL1-3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . Fluoreszenz Typ 1-3 (untershiedlihe Frequenzbereihe)� FL2-H . . . . . . . . . . . . . . . . . FL2-Height (hoh ! Annexin-V gebunden ! Apoptose)� FL3-H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .FL3-Height (hoh ! 7-AAD gebunden ! Nekrose)� FSC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . forward satter (Vorw�arts-Streuliht)� FSC-H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . FSC-Height (hoh ! gro�e Zellen)� g . . . . Gramm; mit vorangestelltem Multiplikator (z.B. 200 x): Erdbeshleunigung� ggf. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . gegebenenfalls� h . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Stunde(n)� H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Height (z.B. FSC-H oder FL2-H)� HEPES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-ethansulfons�aure� i.d.R. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . in der Regel� IFN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Interferon Gamma� Ig . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Immunglobulin� IKK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I�B-Kinase� IL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Interleukin� IL-2-R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Interleukin-2-Rezeptor� inkl. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . inklusive67



ANHANG C. ABK�URZUNGSVERZEICHNIS� IP3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Inositoltrisphosphat� IU . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . internationale Einheiten� kDa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . kilo-Dalton� lk . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . lymphoid T ell protein tyrosine kinase� k.o. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . knok out� MHC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Haupthistokompatibilit�atskomplex� min . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Minute(n)� ml . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Milliliter� �l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Mikroliter� mM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . millimolar� mRNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Messenger-RNA (Boten-RNA)� MW . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Mittelwert� NFAT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Nulear fator of ativateted T ells� NF�B . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Nukle�arer Transkriptionsfaktor �B� nm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Nanometer� p . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Wahrsheinlihkeit f�ur den Fehler 1. Art (Signi�kanzniveau)� PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Polymerase-Ketten-Reaktion� pg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Piogramm� PIP2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Phosphatidylinositolbisphosphat� Reg. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .regulatorisher Bereih (im NFAT-Gen)� RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Ribonulei aid (Ribonukleins�aure)� RSD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Rel-similarity domain� RT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Raumtemperatur� s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . siehe� S. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Seite(n)� � . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Standardabweihung (Quadratwurzel der Varianz)� �� . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Standardfehler� sog. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . sogenannt(e)� SP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Serin/Prolin-Phosphorylierungsbereih� SSC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . sideward satter (Seitw�arts-Streuliht)68
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